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ANEXOS  
1 – Informe de Análise Sanguínea  
2 – Artigo Publicado: Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2008 
Low mercury concentrations cause oxidative stress and endothelial dysfunction in 
conductance and resistance arteries.  
 





Tabela 1: Valores de contração (mN/mm) induzida por 120 mM de KCl em artérias 
mesentéricas de resistência com (E+) e sem (E-) endotélio de ratos 




Tabela 2: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através 
de curvas concentração-resposta à fenilefrina em artérias mesentéricas de 
resistência de ratos Controle e HgCl2 na condição controle e após 
incubação com L-NAME, SOD, LNAME+SOD, Tiron, Tempol, Catalase, 




Tabela 3: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através 
de curvas concentração-resposta à DEA-NO e acetilcolina em artérias 
mesentéricas de resistência de ratos Controle e HgCl2 na condição 
























Figura I: Foto representativa de uma artéria mesentérica de resistência (Terceiro 




Figura II: Desenho esquemático da preparação de vasos de resistência isolados, 
desenvolvido por Mulvany & Halpern (1977). Foto da câmara do miógrafo.  
 
55 




Figura IV: Registro ilustrativo de uma curva concentração-resposta a acetilcolina. 
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Figura 1: Evolução temporal dos valores (em ηM) de mercúrio no sangue de ratos 
expostos ao HgCl2 nos momentos: 7, 15 e 30 dias de tratamento.       
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Figura 2: Evolução temporal dos valores de pressão arterial sistólica (PAS) medidos 
através de pletismografia de cauda em ratos Controle e tratados com HgCl2 
durante quatro semanas.  
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Figura 3. Relação pressão-diâmetro luminal, área de secção transversa, espessura 
de parede e relação média / lúmem em artérias mesentéricas de resistência 
de ratos Controle e HgCl2 em condições passivas (0 Ca
2+). Foto 
representativa de artéria mesentérica Controle e HgCl2.  
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Figura 4: Distensibilidade arterial-pressão intraluminal e relação stress-strain em 




Figura 5: Resposta contrátil induzida por fenilefrina, em artérias mesentéricas de 
resistência de ratos dos grupos Controle e HgCl2.  
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Figura 6: Efeito da remoção mecânica do endotélio sobre a resposta contrátil 
induzida por fenilefrina, em artérias mesentéricas de resistência de ratos 
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Controle  e HgCl2. Em C diferença percentual da área abaixo da curva de 
concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias mesentéricas com e 
sem endotélio dos grupos experimentais.  
 
Figura 7: Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (100 µM) sobre 
a resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de 
ratos Controle e HgCl2 . Em C diferença percentual da área abaixo da curva 
de concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias mesentéricas 
dos grupos experimentais. 
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Figura 8: Efeito da SOD e do L-NAME + SOD sobre a resposta contrátil induzida por 




Figura 9: Efeito do Tiron, Tempol ou Catalase sobre a resposta contrátil induzida por 
fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle e HgCl2. 
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Figura 10: Efeito do bloqueio da via ácido araquidônico-ciclooxigenase com 
indometacina (INDO) e tranilcipromina (TCP) sobre a resposta contrátil 
induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle e HgCl2.. 
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Figura 11: Expressão do RNAm da COX-2 por RT-PCR quantitativa em artérias 
mesentéricas de ratos do grupo Controle e HgCl2. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão da média. 
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Figura 12: Efeito do bloqueador dos canais de potássio ativados por cálcio, TEA 
sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas 
de resistência de ratos dos grupos Controle e HgCl2.  
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Figura 13: Efeito da associação do bloqueador dos canais de potássio ativados por 
cálcio, TEA associado a SOD sobre a resposta contrátil induzida por 
fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência de ratos dos grupos 
Controle e HgCl2. 
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Figura 14: Efeito da inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) pela 82 
incubação com Captopril sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina 
em artérias mesentéricas de ratos Controle e HgCl2. Efeito do bloqueio do 
receptor AT1 pela incubação com o antagonista Losartan sobre a resposta 
contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle  
 
Figura 15: Efeito da gordura perivascular (GPV) sobre a resposta contrátil induzida 
por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle e HgCl2  
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Figura 16: Curva concentração-resposta à acetilcolina  e curva concentração-
resposta ao DEA-NO em artérias mesentéricas de resistência dos grupos 
Controle e HgCl2.  
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Figura 17: Efeito da SOD, Apocinina e Catalase sobre o relaxamento induzido por 
acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos Controle e HgCl2 . 
 
87 
Figura 18: Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica da 
isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) em artérias 
mesentéricas de resistência de ratos Controle e HgCl2. As fotos mostram as 
bandas representativas da expressão da eNOS e da α-actina em artérias 
mesentéricas de ratos de ambos grupos. O controle positivo utilizado foram 
células endoteliais humanas (não demonstrado).  
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Figura 19: A. Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica das 
três isoformas da superóxido dismutase (SOD) de artérias mesentéricas de 
resistência de ratos Controle e HgCl2 CuZn-SOD, Mn-SOD, e EC-SOD. As 
fotos acima mostram as bandas representativas da expressão de CuZn-
SOD, Mn-SOD e EC-SOD e da α-actina em artérias mesentéricas de ratos 
de ambos grupos. O controle positivo utilizado foram para CuZn-SOD e Mn-
SOD de extrato de tecido cerebral de rato e para EC-SOD extrato de tecido 
pulmonar de rato (não demonstrado).  
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Figura 20: Expressão do RNAm da NOX-1 por RT-PCR quantitativa em artérias 




Figura 21: Painéis com microfotografias representativas da fluorescência emitida por 
dihidroetídeo (DHE) em cortes transversais de anéis de artérias 
mesentéricas de resistência de ratos Controle (painel à esquerda) e HgCl2 
(painel à direita). Tamanho da imagen 375 x 375 m. O gráfico representa 
a Intensidade de Fluorescência em unidade arbitrária (UA) emitida por 




Figura 22: Gráfico representativo da concentração de Malondialdeído Plasmático e 




Figura 23: Resposta contrátil induzida por 5-HT, em artérias basilares de ratos dos 
grupos Controle e HgCl2 .  
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Figura 24: Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME sobre a 
resposta contrátil induzida por 5-HT em artérias basilares de ratos Controle 
e HgCl2. Em C diferença percentual da área abaixo da curva de 
concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias basilares dos 
grupos experimentais.  
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Figura 25: Efeito da SOD sobre a contração induzida por 5-HT em artérias basilares 
de ratos Controle e HgCl2. Dados comparativos das curvas Controle do 
grupo Controle com a do grupo HgCl2 sem e com a presença de SOD.  
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Figura 26: Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica da eNOS 
e das isoforma superóxido dismutase CuZn-SOD, da MnSOD e da EC-SOD 
de artérias basilares de ratos Controle e HgCl2 . O controle positivo utilizado 
foram para CuZn-SOD e Mn-SOD de extrato de tecido cerebral de rato e 





O mercúrio produz efeitos tóxicos no sistema nervoso central e rins, mas seus efeitos 
cardiovasculares ainda são pouco estudados. O estresse oxidativo tem sido um dos principais 
mecanismos de toxidade propostos. Este estudo analisa os efeitos da exposição crônica ao cloreto de 
mercúrio (HgCl2) sobre a reatividade vascular e as propriedades mecânicas e estruturais de artérias 
de resistência. Foram utilizadas artérias mesentéricas (MRA) e basilares de resistência de ratos 
Wistar de 3 meses de idade que foram diariamente tratados com injeções de HgCl2 (1ª dose - 1.3 µg, 
doses subseqüentes 0.02 µg, i.m) ou veículo por 30 dias. Níveis plasmáticos de mercúrio foram 
determinados por espectrometria de absorção atômica e pressão arterial sistólica (PAS) por 
pletismografia caudal. A reatividade vascular foi estudada em preparação de vasos de resistência 
isolados para ambas as artérias estudadas e a estrutura vascular em miógrafo de pressão para MRA. A 
expressão protéica foi realizada por Western Blot e a gênica por PCR em tempo real. Níveis de ânion 
superóxido foram determinados pela fluorescência por dihidroitídeo detectada em microscopia confocal, 
medida dos níveis de malondialdehido (MDA) pela reação de ácido tiobarbitúrico e o estado 
antioxidante total (TAS) com um kit comercial. O nível plasmático de mercúrio após 30 dias de 
tratamento foi de 29.2 ± 2.15 nM. A PAS não foi afetada pelo tratamento, entretanto houve aumento da 
resposta contrátil à fenilefrina e serotonina (5-HT) em MRA e basilar, respectivamente. A vasodilatação 
induzida por acetilcolina (ACh) foi prejudicada e não houve alteração ao relaxamento independente do 
endotélio promovido pelo DEA-NO. A remoção do endotélio e a incubação com inibidor da NO sintase 
(L-NAME) aumentaram a resposta à fenilefrina somente em ratos controle. A co-incubação com L-
NAME associado à superóxido dismutase (SOD) no grupo tratado com HgCl2 foi capaz de restaurar o 
efeito do L-NAME sobre a resposta contrátil à fenilefrina e a SOD reverteu o efeito do HgCl2 em 
artérias basilares. Incubação com SOD, catalase e apocinina restaurou o prejuízo da vasodilatação 
promovida pelo mercúrio. A incubação com TEA, um bloqueador dos canais para potássio ativados 
por cálcio, aumentou a sensibilidade da resposta à fenilefrina em ratos controle, mas não modificou a 
resposta nos ratos HgCl2. A incubação com indometacina e tranilcipromina não alterou de forma 
significativa a sensibilidade ou a resposta máxima à fenilefrina. A produção de ânion superóxido, 
expressão de eNOS, MDA plasmático e TAS aumentaram em ratos tratados com HgCl2. No entanto, 
a expressão protéica das isoformas da SOD e a expressão gênica da NOX-1 e COX-2 permaneceram 
inalteradas. O tratamento com HgCl2 reduziu a espessura das artérias e aumentou o seu diâmetro 
interno. Em conclusão, os resultados sugerem que a administração crônica de baixas concentrações 
de HgCl2 aumenta a reatividade vascular à fenilefrina, promove disfunção endotelial e altera a 
estrutura de MRA. Este prejuízo na função vascular parece ser mediado pela redução da 





Mercury produces toxic effects in both central nervous system and kidneys but its cardiovascular 
effects are not well explored yet. Among the toxicity mechanisms suggested an increase of oxidative 
stress has been proposed. This study analyzed the effects of chronic exposition to low concentrations 
of HgCl2 in endothelium-dependent responses of resistance arteries. Mesenteric resistance (MRA) and 
basilar arteries from 3-month old Wistar rats daily treated with HgCl2 (1
st dose 1.3 µg, subsequent doses 
0.02 µg, i.m) or vehicle by 30 days were used. Plasma mercury levels were determinated by Atomic 
Absorption Spectrometry and systolic blood pressure (SBP) by tail cuff. Vascular reactivity and structure 
of arteries were studied by wire myography and pressure myography respectively. Protein expression was 
evaluated by Western Blot and gene expression by RT-PCR. Superoxide anion (O2
•-) levels were 
determined by dihydroethidium fluorescence, plasmatic malondialdehyde (MDA) levels by thiobarbituric 
acid assay and total antioxidant status by a commercial kit. Mercury plasmatic levels after 30 days of 
treatment were 29.2 ± 2.15 nM. Mercury treatment did not affect SBP, but increased phenylephrine 
contractile response, reduced acetylcholine (ACh)-induced vasodilatation and did not change the 
vasodilatation to the nitric oxide donor DEA-NO (10 nM-10 µM) in MRA. Mercury treatment also 
increased serotonin (5-HT) contractile response in basilar arteries. Endothelium removal and the NO 
synthase inhibitor (L-NAME, 100 µM) increased phenylephrine response only in control rats. Co-
incubation with L-NAME plus superoxide dismutase (SOD, 150 U/ml) on the HgCl2 group restored the 
effect of L-NAME in contractile response to phenylephrine and the SOD reversed the HgCl2 effect in 
basilar arteries. SOD, the hydrogen peroxide scavenger, catalase (1000 U/ml) or the NADPH oxidase 
inhibitor, apocynin (0.3 mM) restored the impaired ACh-induced vasodilatation in treated rats. The 
incubation with TEA, an inhibitor of K+ channels, increased the sensitivity to phenylephrine in control 
but did not modify the response in HgCl2 group. Indomethacin and tranilcipromine incubation did not 
alter the sensivity or maximum response to phenylephrine. Vascular superoxide anion production, 
eNOS expression, plasmatic MDA levels and total antioxidant status increased by HgCl2 treatment. 
However, SOD isoforms expression, COX and NOX gene expression remained unchanged. The 
HgCl2 treatment reduced the MRA wall thickness but increased its lumen diameter. These results 
suggest the chronic administration of low concentrations of HgCl2 increases the vascular reactivity to 
phenylephrine/serotonin, promotes endothelial dysfunction and alters the structure of MRA. This 
impairment of vascular function seems to be due to NO decreased bioavailability by increased O2
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I INTRODUÇÃO  
 
1.1 MERCÚRIO: PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS, VIAS DE EXPOSIÇÃO E 
INTOXICAÇÃO 
 
O mercúrio existe em uma variedade de formas físicas e químicas e é dividido 
em espécies orgânicas e inorgânicas. O termo inorgânico inclui o mercúrio elementar 
metálico (Hg0), que tem forma líquida à temperatura ambiente, é pouco absorvido e 
representa pequeno risco a saúde. No entanto, sob a forma de vapor de mercúrio, 
encontrado em restaurações de amálgama, termômetros, lâmpadas, é prontamente 
absorvido pelos pulmões sendo responsável por inúmeros casos de exposição 
ocupacional (Clarkson et al., 2007; Houston, 2007). O cloreto de mercúrio, HgCl2, 
também inorgânico, é utilizado em desinfetantes e pesticidas (ATSDR, 1999).  
Ainda apresenta-se em dois estados de oxidação, mercuroso (Hg-Hg++) e 
mercúrico (Hg++). As formas orgânicas são derivadas do mercúrio mercúrico ligados 
a dois átomos de carbono e tem como principal fonte de intoxicação para o homem o 
metilmercúrio (CH3Hg
+) através do consumo de peixes contaminados. A rota de 
exposição e a eficiência de absorção assim como seus efeitos no organismo são 
dependentes da forma química e do tempo de exposição (Clarkson et al., 2007). 
O uso do mercúrio em atividades humanas é descrito desde 2000 anos a.C 
por chineses e egípcios que utilizavam cinábrio (sulfeto de mercúrio) na produção de 
corante vermelho e amalgamação. Também foi utilizado por alquimistas no refino de 
ouro, como anti-séptico e no tratamento da sífilis que levou a intoxicação de 
personalidades famosas como Mozart, Beethoven e Shubert (Scheidt, 1967; 
Hylander & Meili, 2003; Clarkson et al., 1972 e 2007). 
 Por possuir propriedades físico-químicas tecnologicamente importantes 
como alta tensão superficial e gravidade específica, baixa resistência elétrica e, no 
estado líquido, um volume de expansão constante independente da temperatura, é 
amplamente utilizado ainda nos dias atuais e pode afetar a saúde humana mais 
comumente em três formas: vapor de mercúrio, liberado pelas amálgamas dentárias, 
metilmercúrio adquirido pelo consumo de peixes e etilmercúrio utilizado na 
preservação de vacinas - timerosal (Schroeder & Munthe, 1998; Clarkson, 2002; 
Magos & Clarkson, 2006; McKelvey et al., 2007). 
O mercúrio também é liberado e distribuído no meio ambiente por meio de 
fontes naturais como atividades vulcânicas, desgaste da crosta terrestre e processo 
de erosão, e possui grande dispersão devido sua propriedade de tornar-se vapor a 
temperatura ambiente (Saha & Lee, 1972; Swain et al., 2007; Magos & Clarkson, 
2006). As áreas geológicas, chamadas de cinturões de mercúrio localizadas nas 
Américas, estão entre as maiores formas de ocorrência natural (Saha & Lee, 1972; 
Swain et al., 2007). Após aproximadamente dois anos o vapor de mercúrio emitido 
na atmosfera é convertido na forma solúvel (Hg++) e retorna ao solo pelas chuvas e 
pode ser novamente transformado em vapor no solo ou pela ação de 
microorganismos existentes nas águas retornando então para a atmosfera. Assim o 
mercúrio pode recircular por longos períodos, isto é conhecido como o ciclo global 
do mercúrio (Clarkson et al., 2003). No entanto, devido industrialização as fontes 
naturais de emissão não são a maior preocupação atual e sim àquelas emitidas pela 
ação humana. 
Dois terços da emissão total de mercúrio na atmosfera são de origem 
antropogênica e 90% desta provém de atividades como mineração, indústrias de 
cloro-álcali, queima de lixo (60% da emissão antropogênica) e de combustíveis 
fósseis (Davidson et al., 2006; Lindberg et al., 2007). Embora o petróleo e o carvão 
possuam baixos níveis de emissão de mercúrio, o uso em larga escala libera 
grandes quantidades na biosfera a cada ano e são responsáveis por significativa 
contaminação ambiental especialmente do ar o que posteriormente leva à 
contaminação de outros meios como solo e água (WHO, 1990). 
A emissão global antropogênica, especialmente as derivadas de combustíveis 
fósseis, produção de ferro, aço e cimento, foi estimada no ano de 2000 em mais de 
vinte mil toneladas e a emissão de fontes naturais em torno de duas mil toneladas 
por ano (Pacyna et al., 2006).  
Na Europa 42% do total de mercúrio emitido na atmosfera provém da 
eletricidade pública e da produção de calor. De acordo com dados oficiais em 
2005 a emissão de mercúrio via antropogênica neste continente foi de 172 
toneladas. Os países europeus que mais se destacam pela 
contaminação/emissão de mercúrio são Polônia e Hungria (Ryaboshapko et al., 
2007). Porém, países como Japão, Índia e China estão entre os maiores 
consumidores de mercúrio para fins industriais na atualidade (Hylander & 
Meili, 2003; Mukherjee & Zevenhoven, 2006; Asari et al., 2008). Outro fator que 
pode interferir no ciclo de emissão, deposição e meia-vida do mercúrio na 
atmosfera são as mudanças climáticas (Lindberg et al., 2007; The Madison 
Declaration on Mercury Pollution, 2007). 
Além da emissão através da atividade industrial, existe o perigo latente de 
contaminação em diversos lares, pois se estima que toneladas de mercúrio estejam 
armazenados em termômetros e esfigmomanômetros em todo o mundo e em caso 
de acidentes domésticos para cada grama de mercúrio, derivada da quebra de um 
termômetro, são liberados cerca de 14 mg/m3 de vapor de mercúrio que são 
imediatamente absorvidos pelo trato respiratório, estes valores  são superiores aos 
níveis mínimos preconizados para ambientes fechados (50 µgHg/m3) (Nielsen, 1965; 
Risher et al., 2003; Magos & Clarkson, 2006). 
A solubilidade do mercúrio em água aumenta nesta ordem: cloreto mercuroso, 
mercúrio elementar, metilmercúrio, cloreto mercúrico. Do ponto de vista bioquímico, 
a mais importante propriedade do mercúrio mercúrico e alquilmercúrio é sua 
afinidade por grupos sulfidrila que pode promover grandes alterações tóxicas 
celulares (WHO, 1991; Clarkson, 1993). Vários exemplos de tióis endógenos, de 
baixo peso molecular, facilitam a entrada do mercúrio assim como de outros metais 
pesados na célula via mimetismo molecular, ou seja, pela formação de complexos 
organo-metálicos estrutural e/ou funcionalmente homólogos à outras biomoléculas 
endógenas (Bridges et al. 2007). Parece que o papel do mimetismo molecular, no 
transporte de metais pesados, pode ajudar a elucidar os mecanismos pelos quais os 
metais pesados tóxicos são transportados para diferentes tipos de células do 
organismo (Rooney, 2007).   
Uma vez absorvido pelo organismo o mercúrio é distribuído primariamente 
para o sistema nervoso central e rins. A eliminação do metal geralmente se dá pela 
urina e fezes (Brodkin et. al., 2007). Assim, os níveis máximos recomendados 
diariamente e seu valor tóxico correspondente também variam de acordo com forma 
de apresentação deste metal. O fato é que as doses de referência não servem para 
estimativa de risco, mas somente como guia para a população (Magos & Clarkson, 
2006). 
O acidente em Minamata no Japão em 1953, onde dejetos industriais com 
grande quantidade de mercúrio foram despejados na Baía de Minamata, e por meio 
de oxidação e metilação incorporou-se na cadeia alimentar afetando diretamente a 
comunidade consumidora de peixes, desencadeou terríveis alterações neurológicas 
em adultos e crianças. Os filhos de mães contaminadas desenvolveram paralisia 
cerebral, neuropatia periférica, cegueira e retardo mental e estas alterações ficaram 
mundialmente conhecidas como Doença de Minamata ou Síndrome de Hunter-
Russell (Gochfeld, 2003). Este fato alertou a comunidade científica sobre os danos 
causados por este metal e despertou o interesse para investigação nesta área da 
toxicologia (Gilman & Hardman, 2007; Clarkson et al., 1993 e 2007). 
Outro marcante incidente se deu no Iraque em 1971, com o envenenamento 
de grãos de trigo por fungicidas contendo mercúrio orgânico. Mais de 500 mortos 
foram contabilizados após a ingestão de pão feito com o trigo contaminado. Outros 
relatos de intoxicação ocorreram no Paquistão (1963), Guatemala (1966), Argentina 
(1980) e Novo México (Bakir et al., 1973; Clarkson et al., 1993; Saint-Phard & 
Dorsten, 2004). 
Na Indonésia, Filipinas (Appleton et al., 1999), Eslovênia (Zadnik & Pompe-
Kirn, 2007) e no Brasil (Passos & Mergler, 2008), especialmente na região 
Amazônica e em Minas Gerais a extração do ouro com métodos arcaicos e 
perigosos predispõem os garimpeiros à intoxicação por mercúrio. A queima direta de 
mercúrio metálico ligado ao cascalho promove a separação do ouro, processo este, 
designado amalgamação, provoca emissão de grande quantidade de vapor de 
mercúrio que é imediatamente inalada pelo garimpeiro uma vez que estes não 
utilizam equipamentos de proteção individual adequados (Nriagu et al., 1992; 
Pestana & Formoso, 2003). Vale ressaltar que as queimadas, o desmatamento das 
florestas e o assoreamento dos rios Amazônicos contribuem de forma expressiva 
para a emissão de mercúrio (Gochfeld, 2003). Além disso, o alto consumo de peixe 
contaminado com mercúrio pela população ribeirinha reflete em um consumo médio 
de aproximadamente 4 µg/Kg/dia, nível este superior ao valor recomendado pela 
Organização Mundial de Saúde (0,23 µg/Kg/dia), o que os expõe a maior risco de 
intoxicação com efeitos na função motora, visual e cognitiva (Yokoo et al., 2003; 
Hacon et al., 2008; Passos & Mergler, 2008). 
Atualmente a exposição da população mundial ao metilmercúrio é menor 
do que a dos grandes acidentes ocorridos no Japão e no Iraque, no entanto, 
em muitas populações há crescentes evidências de exposição em quantidades 
suficientes para alterar a função fisiológica de vários sistemas, indicando que 
este tipo de exposição ainda constitui um importante problema de saúde 
pública (Lindberg et al., 2007; The Madison Declaration on Mercury Pollution, 
2007). 
Uma das vias de exposição nos dias atuais e que atinge uma grande parte da 
população, se da pela inalação do vapor de mercúrio liberado em baixas 
concentrações pela amálgama dentária (Clarkson et al., 1993, 2003; Davison et al., 
2004). Estima-se uso para este fim de 270 toneladas/ano, que pode resultar em 
exposição direta (usuário), ocupacional (dentistas) e ambiental (dejetos e emissão 
em cremações). Schuurs et al. (1999) relataram que a maioria dos dentistas e seus 
assistentes estão expostos diariamente ao mercúrio, em particular ao vapor de 
mercúrio elementar, pela manipulação da amálgama dental que é composta por 50% 
de mercúrio. Do vapor inalado, cerca de 80% é transportado pelo sangue (Berlin et 
al., 1969; Cherian et al., 1978) e os rins são os órgãos que, assim como o cérebro, 
apresentam maior concentração deste metal (Eide & Wesenberg, 1993). Estudos 
demonstram que profissionais dentistas e seus assistentes possuem maior excreção 
urinária de mercúrio, cerca de 6,8 µgHg /L, apesar disso há associação de efeitos 
como alterações psicomotoras e dificuldade de concentração com estas 
concentrações ainda não foi comprovada (Ritchie et al., 2002). 
O vapor de mercúrio produzido é lipossolúvel e altamente difusível passando 
pelas membranas celulares, barreira hemato-encefálica e placentária chegando aos 
órgãos alvo, no entanto, sofre rápida oxidação nas hemácias e nos tecidos por meio 
da catalase e peroxidase transformando-se em mercúrio inorgânico divalente 
(mercúrico - Hg++) e mercuroso (Hg+) o que limita sua absorção (Halbach & 
Clarkson, 1978; Hursh et al., 1988; Asano et al., 2000; Clarkson et al., 2007). O 
mercúrio inorgânico tem pouca capacidade de ultrapassar as membranas celulares, 
devido à baixa lipofilidade sua oxidação no cérebro e em outros tecidos resultam na 
retenção do metal neste órgão, uma vez que é impedido seu retorno à circulação. 
Isto ocorre desde que o mercúrio elementar não tenha sido oxidado antes de entrar 
nos tecidos (Clarkson et al., 2007). 
Além destes profissionais, indivíduos que possuem amálgama dentário, pela 
ação da mastigação e alteração de temperatura na boca, absorvem pequenas 
quantidades de mercúrio diariamente. O número de superfícies de amálgamas tem 
relação direta com o nível de mercúrio sanguíneo e seus níveis aumentam em até 
quatro vezes em indivíduos com restauração de amálgama quando comparados 
àqueles sem este tipo de restauração (Leistevuo et al., 2001). No entanto, a 
associação com riscos à saúde ainda não está bem definida (Swain et al., 2007; 
Clarkson el al., 2007).  
Estima-se que pessoas com mais de 12 restaurações de amálgama tenham 
concentração de mercúrio em torno de 25 nmolHg/L na saliva e 10 nmolHg/L no 
sangue em detrimento de indivíduos sem este tipo de restauração que possuem 
concentrações em saliva e plasma menores que 2,5 e 0,5 nmolHg/L, 
respectivamente (Reichl et al., 2001). Calcula-se que a cada dez restaurações com 
amálgama de mercúrio se tenha um aumento de 1,8 µg/L deste metal na urina (Dye 
et al., 2005). Nos indivíduos que possuem restauração de amálgama, a 
concentração sanguínea após período de mastigação pode exceder a encontrada na 
atmosfera, atingindo cerca de 10µg/dia (Lorscheider & Vimy, 1990; Clarkson et al., 
1993). Estima-se que a aproximadamente 3000 a 17000 ng de vapor de mercúrio 
entrem na circulação diariamente por meio da absorção pulmonar neste tipo de 
exposição.  
Além de ser absorvido, nestes casos, o mercúrio pode migrar para os rins, 
trato gastrointestinal e mandíbula (Hahn et al., 1990). Em um estudo clínico foi 
observado em indivíduos com amálgama dental, declínio do mercúrio inorgânico 
celular e incremento do mercúrio orgânico em eritrócitos após remoção destas 
restaurações o que indica uma ligação do mercúrio orgânico nos sítios previamente 
ocupados pelo mercúrio inorgânico (Halbach et al., 2008). A dosagem sanguínea é 
útil para a detecção da exposição ao metilmercúrio, já que pelo menos 80% deste se 
encontra ligado ao grupo sulfidrila (-SH) da hemoglobina nos glóbulos vermelhos. 
Alguns investigadores observaram exalação de vapor de mercúrio elementar 
após administração oral de mercúrio mercúrico em ratos, indicando que o mercúrio 
inorgânico pode ser reduzido no organismo em mercúrio elementar (Sugata & 
Clarkson, 1979). Esta redução pode ocorrer via NADPH e NADH ou pela produção 
de ânion superóxido pelo sistema xantina-oxidase (Ogata et al.,1987). 
O mercúrio liberado da amálgama, oxidado e ligado aos tecidos une-se 
fortemente ao grupamento –SH resultando na inativação de enzimas por sua 
toxidade, podendo levar a lesão tecidual e ainda interferir em vários processos 
metabólicos (Malmstrem et al., 1992; Asano et al., 2000; Gilman & Hardman, 2007). 
Estudos in vitro indicam que o vapor de mercúrio pode afetar os processos 
biológicos envolvidos na doença de Alzheimer (Leong et al., 2001). 
Está bem estabelecido que o vapor de mercúrio elementar proveniente das 
restaurações dentárias com amálgama são inalados, absorvidos, retidos e em parte 
eliminados pelo organismo. A conseqüência toxicológica deste tipo de exposição 
ainda não é conclusiva em relação ao nível de segurança do uso da amalgama de 
mercúrio nas restaurações. Alguns órgãos americanos afirmam que é seguro o uso 
deste tipo de material (American Dental Association, 2003). Já no Reino Unido 
recomenda-se evitar a colocação, assim como, a retirada para evitar o processo de 
abrasão da restauração de amalgama de mercúrio em mulheres grávidas (British 
Dental Health Foundation, 2003). Na Suécia recomenda-se que indivíduos com 
doenças renais e mulheres em período gestacional e durante a amamentação 
devem evitar tratamento dentário com liga de amálgama, especialmente por sua 
ação genotóxica (Skerfving et al., 1974; Vimy & Lorscheider, 1985; Oskarsson et al., 
1996; Vimy et al., 1990; Bjorkman et al., 1997; Sato et al., 2006) e também existem 
dados que demonstram que alguns indivíduos, especialmente aqueles com bruxismo 
e também os consumidores de goma de mascar que possuem restauração de 
amálgama, podem “consumir” uma dose de até 100 µgHg o que corresponde a 
excreção de 50 µgHg/g de creatinina (Berlin, 2003). Estudo de Hylander et al. (2006) 
recomenda banir da prática a restauração com amalgama de mercúrio a fim de 
acabar com este tipo de emissão e risco.  
A concentração estimada, nesta via de intoxicação, é controversa. O nível 
máximo de exposição ocupacional permitido nos Estados Unidos é de 50 mg/m3. Em 
indivíduos com restauração de amálgama a concentração de mercúrio inorgânico no 
sangue é de cerca de 4,3 µg/L (~16 nM) (Vamnes et al., 2000) e de 2,55 µg/L de 
mercúrio total em indivíduos com cerca de 19,9 superfícies de amálgama (Kingman 
et al., 1998). A EPA (Environmental Protection Agency, 1997) estima que cada 
amálgama libere de 3 a 17 µg de vapor de mercúrio por dia. Em indivíduos que não 
possuem restauração de amálgama, estima-se que a concentração de mercúrio 
sanguíneo seja menor que 0,5 nM (de Assis et al., 2003). A concentração no 
sangue, relatada em populações não expostas é de aproximadamente 3 µg/L (~11 
nM) (WHO, 1990).  
Clarkson et al. (1993) relatam que 1 a 15 nmolHg / dia são ingeridos por 
indivíduos com um moderado número de restaurações de amálgama. Fredèn et al. 
(1974) encontraram na mucosa oral, em contato com a amálgama, 380 µg Hg/g e 
Hahn et al. (1990) em média 10 µgHg / g. Levando-se em conta que este metal 
possui uma meia-vida biológica longa, o acúmulo durante anos pode provocar danos 
reais em vários órgãos e sistemas, mesmo que em baixas concentrações. 
O mercúrio proveniente de diversas fontes tanto naturais quanto 
antropogênicas quando em contato com sedimentos aquáticos é objeto de 
conversão microbial em metilmercúrio que é o mais tóxico composto que se 
biomagnifica na cadeia alimentar aquática tornando-se um risco para os humanos 
que pertencem ao topo desta cadeia (Clarkson et al., 2003; Brodkin et. al., 2007).  
Outra via comum de exposição ao mercúrio (MeHg) em humanos é o 
consumo de peixes contaminados que além de exercer efeito direto no organismo, 
pode reduzir o efeito protetor do omega-3 contra riscos cardiovasculares (Virtanen et 
al., 2005). Estudo de Myers et al. (2000) observa efeito neurotóxico do metilmercúrio, 
mas não faz relação com o consumo de peixe embora recomende cautela no 
consumo por crianças. Salonen et al. (1995) demonstraram que alto consumo de 
peixe causa acúmulo de mercúrio e há associação com infarto agudo do miocárdio, 
doença arterial coronariana e promoção de peroxidação lipídica em homens. 
Este tipo de intoxicação gera um risco potencial no desenvolvimento 
neurológico normal, além de aumentar o risco de infarto do miocárdio (Virtanen et 
al., 2007; Mergler, 2007). Embora estudos evidenciem os benefícios do consumo de 
peixe em detrimento de seu risco potencial (Oomen et al., 2000; Mozaffarian & 
Rimm, 2006; Virtanen et al., 2008; Montgomery et al., 2008), a ingesta de algumas 
espécies de peixes como Peixe-espada (swordfish), tubarão (shark), cavala (king 
mackarel), peixe-paleta (tilefish) e filé de atum (tuna steak) não é recomendada 
principalmente para mulheres grávidas, em processo de amamentação ou que 
pretendem engravidar e também crianças. (EPA, 2001; Levenson & Axelrad, 2006; 
Lindberg et al., 2007; The Madison Declaration on Mercury Pollution, 2007). Existem 
inúmeras espécies fora da lista convencional do topo da cadeia alimentar que pelo 
seu habitat apresentam alto teor de mercúrio, como em algumas regiões ribeirinhas 
no Brasil (Boldrini et al., 1983; Pinheiro et al., 2006 e 2007; Passos & Mergler, 2008), 
e em outros países como Canadá e Estados Unidos (Taylor, 2000; Srogi, 2007) e 
seu consumo também e desencorajado. O recomendável seria uma investigação da 
qualidade do peixe consumido em cada região para determinar uma recomendação 
segura para os consumidores, que até o momento é de três peças de peixe por 
semana (American Heart Association) desde que considerada sua procedência 
(WHO, 1990; Azevedo, 2003; Levenson & Axelrad, 2006; Mahaffey et al., 2008).   
O metilmercúrio da dieta é quase que completamente absorvido e 
transportado pela corrente sanguínea (WHO, 1990). E é através dela que ele chega 
aos tecidos em aproximadamente quatro dias (Kershaw et al., 1980), entretanto leva 
cerca de seis dias para alcançar concentrações tóxicas no cérebro (Berlin, 1986). A 
via de entrada do metilmercúrio na célula se dá em grande parte pela formação do 
complexo L-cisteína e possivelmente homocisteína e a sua eliminação pela 
formação do complexo com a glutationa (Ballatori & Clarkson, 1985).  
A FDA (2004) recomenda um limite máximo diário na dieta de consumo de 
metilmercúrio de 30 µg/dia, o que equivale a 0,43 µg /kg/dia para um adulto de 70 
kg, enquanto a organização mundial de saúde (WHO, 1990) recomenda um valor de 
0,47 µg/kg/dia. Mais recentemente, a National Research Council preconizou dose de 
0,1 µg / Kg / dia (NRC, 2000). Porém, há esforços para que esta dose de segurança 
seja diminuída à metade (Grandjean et al., 1997). 
A terceira via de intoxicação por mercúrio, amplamente comentada e 
controversa na literatura é o uso do timerosal (etilmercúrio). Este ainda faz parte da 
prática médica, principalmente na conservação de vacinas, a despeito de evidências, 
desde a década de 30, que indica sua toxidade em humanos e inefetividade como 
agente antimicrobiano (Engley, 1956; Seal et al. 1991; Geier et al., 2007). Vários 
estudos em animais desenvolvidos desde a década de 50, com grande variedade de 
concentrações expostas (0,19-0,76 mg/Kg; 0,6mg/mL; 12,5 ppm; 4,2 ppm), 
demonstraram os efeitos agudos e crônicos do etilmercúrio no sistema nervoso, 
respiratório, renal, hepático, vascular e reprodutor. (Trakhtenberg, 1950 in Geier et 
al., 2007). Spann et al. (1972) observaram alterações genéticas significantes em 
células expostas a níveis menores que 1 ppb de mercúrio, e risco associado a 
exposição ao timerosal e presença de malformações em ratos, respectivamente. 
Estudo recente, aponta que sintomas de autismo podem estar relacionados à 
intoxicação por mercúrio atribuída a redução da capacidade de excreção deste metal 
e ao aumento do estresse oxidativo provocado pelo mesmo (Geier et al., 2008). Em 
contrapartida, em estudo de revisão desenvolvido por Parker et al. (2004) não se 
observa relação entre timerosal e autismo. 
Assim, a U.S. FDA (Food and Drug Admnistration, 2004) ainda não 
considera incontestável essas evidências para recomendar a suspensão deste tipo 
de vacina para crianças e mulheres grávidas baseada nos níveis permitidos de 
metilmercúrio estipulados pela organização mundial de saúde (WHO, 1996) assim 
como o estudo inglês de cohort de Heron & Golding (2004) que não correlaciona 
alterações neurológicas a exposição ao timerosal. No entanto, salienta-se a 
necessidade de acabar com este tipo conservante em vacinas o mais breve 
possível.  
Todas as formas de mercúrio possuem efeitos adversos na saúde humana 
quando em altas doses. No entanto, a evidência que exposição a baixas doses de 
mercúrio semelhantes àquelas encontradas em indivíduos pelo consumo de peixe, 
uso de amalgama dental e vacina com timerosal, causa efeitos adversos, necessita 
ser melhor investigado (Clarkson et al. 2003).  
Schober et al. (2003) estimam que mães com concentrações sanguíneas de 
mercúrio acima de 5,8 µg Hg/L possuem risco de seus filhos desenvolverem dano 
cerebral o que é contestado pela ASTDR (Agency for Toxic Substances and Disease 
Registry, 1999) e pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 1991). Na verdade, a 
luz do conhecimento até o momento ainda não se pode definir os possíveis efeitos 
da exposição ao mercúrio em baixas concentrações, o que não anula a hipótese de 
que existam riscos (Clarkson et al., 2003). 
Órgãos federais brasileiros, pensando neste problema, criaram mecanismos 
de proteção por meio de uma portaria (Portaria Nº 744-A / 99, de 25 de Agosto de 
1999) que aprova os programas de ação específicos para evitar ou eliminar a 
poluição proveniente das fontes múltiplas de mercúrio. 
Conhecendo as fontes de mercúrio e seus mecanismos de ação, vale à pena 
ressaltar suas ações específicas nos diversos órgãos afetados. 
 
1.2 AÇÃO DO MERCÚRIO NOS DIVERSOS ÓRGÃOS E SISTEMAS 
 
Todas as formas de mercúrio causam efeitos tóxicos em vários órgãos e 
tecidos, dependendo da forma química, nível, duração e rota de exposição (Zalups, 
2000). Segue descrição dos principais efeitos do mercúrio nos principais órgãos e 
sistemas afetados.  
 
 1.2.1 Sistema Nervoso Central 
Day et al. (2005) observaram que ratos expostos cronicamente à dieta com 
10 a 70 ppm de mercúrio além de apresentar déficit neuromotor não eram 
beneficiados pela ação protetora dos ácidos graxos derivados de peixes 
administrados concomitantemente na dieta. Estudo de Echeverria et al. (1998) 
demonstraram alterações comportamentais em indivíduos com concentração urinária 
de mercúrio semelhante àquelas encontradas na população em geral, o que não foi 
verificado por Weil et al. (2005) com concentrações sanguíneas média de 2,1 µg/L.  
A ação do mercúrio neste sistema também se dá pela sua união ao 
grupamento –SH, que leva a inibição de enzimas que contém este grupamento, ao 
rompimento de membranas celulares (Yee & Choi, 1994) causando danos 
estruturais em proteínas além de afetar o DNA por ação direta sobre os microtúbulos 
(Clarkson, 1987). A capacidade de unir-se a –SH faz também com que o mercúrio 
iniba vários receptores (muscarínicos, dopaminérgicos e nicotínicos) e promova o 
bloqueio do canal de Ca+ em neurônios ganglionares (Weinsberg et al., 1995). 
Geralmente, o metilmercúrio é transportado por meio do complexo de 
cisteína (Simmons-Willis et al., 2002) que tem grande semelhança com o aminoácido 
metionina o que pode favorecer o seu transporte para dentro das células endoteliais 
dos vasos cerebrais e, por conseguinte exercer importante dano cerebral e vascular 
(Kerper et al., 1992). O metabolismo do metilmercúrio possui um período latente, 
onde após a exposição não há efeitos imediatos, no entanto, durante certo período 
ocorrem mudanças bioquímicas, como a ligação com carbono e posterior liberação 
de radicais livres que estão envolvidos na peroxidação lipídica e provocam lesões 
irreversíveis especialmente nas células neuronais. 
Estudo em córtex cerebral de animais sugere que o mercúrio pode 
influenciar a atividade da colinesterase e monoamino oxidase, que são enzimas 
importantes na síntese e degradação de neurotransmissores (Basu et al., 2007). Em 
cultura de astrócitos, mostrou-se o papel do estresse oxidativo promovido pela 
intoxicação com mercúrio (Skanker et al., 2004) e elevadas concentrações 
extracelulares de glutamato, disfunção mitocondrial e prejuízo no estado 
antioxidante como contribuinte da ação deste metal no dano cerebral (Skanker et al., 
2005). Resultado semelhante foi encontrado em cultura de neurônios onde o MeHg 
induziu dano e morte celular que foi revertido com o uso de antioxidantes como a 
glutationa, catalase e cisteína (Park et al., 1993). A metalotionina também é 
apontada como um bom protetor cerebral contra as ações tóxicas do mercúrio 
(Yasutake et al., 2004; Aschner et al., 2006).  
Gassó et al. (2001) observaram em neurônios cerebelares de ratos que a 
intoxicação por mercúrio afeta o equilíbrio redox de forma diferente, na intoxicação 
por HgCl2 a citotoxidade é mediada pela formação de espécies reativas de oxigênio 
(ROS) enquanto o MeHg, além disso, promove a peroxidação lipídica e ambos 
mecanismos parecem estar envolvidos com a homeostase de cálcio nestas células. 
Estudo recente que explora os efeitos tóxicos do mercúrio em ratos expostos a 
baixas concentrações de MeHg (0.05 mg/kg/dia), semelhantes as encontradas em 
indivíduos de áreas contaminadas, observou alterações neuromotoras relacionadas 
a maior peroxidação lipídica e níveis reduzidos de Na+K+ ATPase e óxido nítrico, 
corroborando dados anteriores que correlacionam os efeitos do mercúrio com  
estresse oxidativo (Chanez et al., 1989; Rajanna et al., 1990; Huang et al., 2008). 
A neurotoxidade do mercúrio inorgânico no sistema nervoso central é pouco 
conhecida em humanos. Kang-Yum & Oransky (1992) relataram alterações 
neurológicas em um adulto e uma criança de dois meses. Embora esta forma de 
mercúrio não seja tão tóxica quando comparada às outras formas, Clarkson et al. 
(1993) categorizam os compostos mercuriais de “supertóxicos”. 
 
1.2.2 Rins 
Outro sistema muito afetado pela ação tóxica do mercúrio, em especial do 
mercúrio inorgânico é o sistema renal. Vários estudos têm associado à exposição ao 
mercúrio a dano renal e alto risco de mortalidade pelo desenvolvimento de doença 
renal (Hodgson et al., 2007). 
Como citado anteriormente, o alvo primário da intoxicação por metilmercúrio 
é o sistema nervoso. Porém o sistema renal também pode ser afetado por esta 
forma de mercúrio e são relatadas alterações histológicas e piora da função renal 
após exposição aguda e crônica (Yasutake et al., 1989). Tratamento crônico por dois 
anos com metilmercúrio em concentração de 5ppm evidenciou alterações 
histológicas importantes nos rins e cérebro (Eto et al., 1997). 
A perda da função glomerular é considerada uma das principais alterações 
promovidas pelo mercúrio no sistema renal.  Devido a sua grande sensibilidade e 
capacidade de extrair substâncias do organismo os rins são o melhor indicador da 
toxidade deste metal (Carmignani et al., 1992). A toxidade renal auto-imune é o 
maior indicador dos efeitos tóxicos da exposição de mercúrio inorgânico e uma das 
principais ações desta forma de mercúrio é a formação de glomerulonefrite auto-
imune, causando proteinúria, oligúria e hematúria em indivíduos que ingeriram de 
3.5 a 37 mgHg/Kg (Pesce et al., 1977). Em animais, vários estudos relatam dano 
renal após ingestão de mercúrio inorgânico e as principais alterações observadas 
foram necrose tubular e degeneração de células glomerulares com conseqüente 
perda da função renal (Carmignani et al., 1989).  
Os rins, especialmente o córtex renal, são alvos de acúmulo de mercúrio 
após exposição à forma elementar e inorgânica deste metal (Hahn et al., 1990). No 
entanto, foi observado em macacos expostos a amálgama dental (mercúrio 
elementar) depósitos de mercúrio nos túbulos proximais (Danscher et al., 1990).  
O mecanismo de transporte e absorção do mercúrio nos rins provavelmente 
se dá pela sua união a glutationa, cisteína e também a outros mecanismos (Zalups & 
Lash, 2006). Estudos com inibição da atividade da enzima γ-glutamiltransferase 
localizadas nas células epiteliais do túbulo proximal, que tem o papel de ser clivada 
em moléculas de glutationa, mostram acúmulo de mercúrio (Cannon et al., 2000; 
Zalups et al., 2000).  
Um dos mecanismos de ação atribuídos aos efeitos biológicos do mercúrio 
nos sistema renal, a luz do que se conhece em outros sistemas reside na sua 
capacidade de ligar-se aos grupos tiol na membrana plasmática ou no meio  
intracelular levando a  uma redução intracelular deste grupamento, redução esta  
que pode predispor a alterações no metabolismo celular e aumento do estresse 
oxidativo assim como lipoperoxidação (Girardi & Elias, 1995), disfunção mitocondrial, 
mudanças no metabolismo heme, apoptose e necrose celular provavelmente por um 
mecanismo facilitador para TNF (fator de necrose tumoral) (Zalups, 2000; Dieguez-
Acuña et al., 2004;.Carranza-Rosales et al., 2005; Stacchiotti et al., 2006). 
Uma das principais interações intracelulares do mercúrio nas células 
epiteliais renais consiste na indução da metalotionina em unir-se a este metal 
(Zalups & Cherian, 1992) e a depleção da glutationa (Zalups & Lash, 1990; Girardi & 
Elias, 1995). A administração de HgCl2 em ratos causou redução significativa da 
atividade de vários antioxidantes como: superóxido dismutase, catalase, glutationa 
peroxidase e redutase (Gstraunthaler et al., 1983).  
Estudos com diversos tipos de antioxidantes, demonstram que estes podem 
prevenir danos causados pela intoxicação renal por HgCl2 (Augusti et al., 2007 e 
2008; Sharma et al., 2007). No entanto, são dependentes da dose de mercúrio 
utilizada, pois estudo com uso de agentes quelantes como DMPS (ácido 2,3-
Dimercapto-1-propranesulfonico) e NAC (N-acetilcisteína) aumentaram a toxidade 
renal do mercúrio por se tornarem agentes transportadores do mercúrio para o 
interior dos túbulos renais (Brandão et al., 2006). 
A intoxicação em doses de 7,5 mg/Kg de HgCl2 pode causar falência renal 
mediada pela redução da NOS cerebral presentes em células renais com 
conseqüente redução do NO (Yanagisawa et al., 2002).  
 
 
1.2.3 Sistema Cardiovascular 
Os efeitos tóxicos do mercúrio sobre o sistema cardiovascular e sua associação 
com a hipertensão arterial, aterosclerose, infarto agudo do miocárdio e doença 
arterial coronariana passaram a ser melhor investigados nas duas últimas décadas 
(Salonen et al., 2000; Guallar et al., 2002; Virtanen et al., 2005 e 2007; Houston, 
2007).  
Estudos clínicos têm reportado associação entre doença cardiovascular e 
exposição ao mercúrio. Através da relação da concentração de mercúrio com 
episódios de infarto do miocárdio e ainda alguns reportam a relação deste efeito com 
a diminuição do efeito protetor dos ácidos graxos – omega 3 (Rissanen et al., 2000; 
Salonen et al., 1995 e 2000; Guallar et al., 2002; Virtanen et al., 2005 e 2007). Em 
estudo de Virtanen et al. (2005) foi observado que cada miligrama de mercúrio 
encontrada no cabelo corresponde a 11% de aumento de risco de evento 
cardiovascular agudo e 13% de risco de morte por doença coronariana. Salonen et 
al. (1995) afirmam que para cada 30g de peixe contaminado consumido por dia 
aumenta em 2,1 vezes o risco de infarto agudo do miocárdio. Apesar disso, esta 
questão é muito discutida, pois autores como Yoshizawa et al., (2002), Ahlqwist et 
al., (1999) não encontraram relação entre mercúrio, doença arterial coronariana e 
acidente vascular encefálico e Hallgren et al. (2001) sugerem que os efeitos 
protetores de omega 3 são superiores ao possível efeito tóxico do mercúrio sobre o 
sistema cardiovascular.   
O mercúrio orgânico e o inorgânico acumulam-se no coração e tem sido 
associado à elevação da pressão arterial e anormalidades no ritmo cardíaco 
(McCrea & Meek, 1928; Sorensen et al., 1999; EPA, 1997; NRC, 2000). Existem 
relatos de crianças expostas ao mercúrio proveniente de termômetros, pasta de 
dente contendo calomel (mercúrio orgânico) que desenvolvem hipertensão e 
taquicardia (Wossmann et al., 1999). 
Ashe et al. (1953) demonstraram que em coelhos a exposição ao vapor de 
mercúrio promove degeneração e necrose no sistema cardiovascular, sendo este 
efeito dependente da concentração de mercúrio (baixas concentrações). Ainda, no 
sistema cardiovascular a exposição aguda ao mercúrio (HgCl2) além de favorecer o 
aparecimento de arritmias, reduz a atividade eletromecânica, a condução átrio-
ventricular, o desenvolvimento de força e da pressão sistólica em corações isolados 
expostos a concentrações micromolares (0.5, 1, 2 e 10 µM) (Massaroni et al., 1992 e 
1995; Vassallo et al., 1999). Em trabalhos desenvolvidos por este mesmo grupo 
utilizando exposição aguda a baixas concentrações de cloreto de mercúrio 
observou-se a redução da força desenvolvida pelos músculos papilares de ratos 
(Oliveira & Vassallo, 1992) e também por tiras de ventrículos de sapo (Oliveira et al., 
1994), bem como, aumento da pressão de perfusão coronariana em ratos (da Cunha 
et al., 2001).  
Em concentrações menores, de 5nM – 50nM, administradas agudamente, foi 
notada inibição da atividade da ATPase miosínica em tiras de ventrículo de ratos, 
sendo este efeito dependente da presença do grupamento -SH na molécula de 
miosina o que a torna susceptível a união com o mercúrio. No entanto, este efeito foi 
revertido pela ação de glutationa e DTT (ditiotreitol) (Moreira et al., 2003; Assis et al., 
2003), e em músculo cardíaco isolado este mesmo efeito foi revertido pela cisteína 
(Vassallo et al., 1999). Resultados similares foram encontrados em músculo papilar 
de cobaias na presença de mercúrio orgânico com redução da Na+K+ ATPase 
(Halbach et al., 1989).  
Os efeitos cardiovasculares do mercúrio podem ser diretos ou indiretos onde a 
toxidade do mercúrio interfere no controle neural da função cardíaca (EPA, 1997). 
Possivelmente as vias pelas quais o mercúrio promove disfunção cardíaca sejam o 
desequilíbrio da homeostase de cálcio, além da união ao grupo tiol promover a 
destruição de componentes celulares como a glutationa, resultando em diminuição 
tanto da glutationa como de coenzima A e cisteína, que são importantes 
mecanismos celulares antioxidantes. O mercúrio precipita complexos insolúveis de 
selênio-mercúrio, e sua forte ligação ao selênio prejudica a função antioxidante 
deste, além de promover a geração de radicais livres aumenta o processo oxidativo 
e o dano oxidativo celular de constituintes do DNA podendo promover dano 
cardiovascular (Raymond & Ralston, 2000; Seppänen et al., 2000; Levenson & 
Axelrad, 2006). Outra via de formação de radicais é por meio da reação de Fenton 
(Fe2+ + H2O2 → Fe
+3 + OH• + OH-), o mercúrio provavelmente ocupa o sítio do ferro 
desencadeando a reação que culmina com a produção de radical hidroxil (OH•-) que 
é altamente lesivo (de Campos & Yoshida, 2004; Virtanen et al., 2007). Outros 
efeitos deste metal podem ser atribuídos a alterações na agregação plaquetária pela 
união com grupo tiol presentes na Na+K+ ATPase (Kumar et al., 2001). 
Já foi demonstrado que a exposição crônica ao mercúrio promove aumento 
da resistência vascular e induz a hipertensão arterial (Wakita, 1987; Carmignani et 
al., 1992; Houston, 2007). Ratos tratados cronicamente com 50µg/ml de HgCl2 por 
350 dias, apresentaram aumento do inotropismo e da pressão arterial provavelmente 
por alteração da responsividade dos adrenoceptores alfa (α1 e α2) e beta (β2) e por 
redução do baroreflexo (Carmignani et al., 1983 e 1989). Estes mesmos autores 
utilizaram tratamento por 180 dias em água de beber com HgCl2 em concentração 
de 200 µg/ml e observaram aumento da atividade da enzima conversora de 
angiotensina e redução da renina plasmática associado ao aumento da pressão 
arterial e do inotropismo cardíaco (Carmignani et al., 1992). Em 1993, estes mesmos 
autores investigando a exposição a menores concentrações de cloreto de mercúrio 
(0.28 mg/kg/dia) observaram aumento da pressão arterial e uma pequena tendência 
à resposta inotrópica negativa. 
Estudos com injeções agudas de altas concentrações de HgCl2 (5 mg/kg) 
mostraram aumento a resistência vascular pulmonar e redução a pressão arterial 
sistólica e diastólica em ratos anestesiados (Rossoni et al., 1999). Curiosamente a 
exposição aguda a concentrações mais baixas (680 ng/Kg) de HgCl2 revelou efeito 
antagônico aumentando a pressão arterial sistólica e diastólica e também a 
freqüência cardíaca de ratos sendo este mecanismo aparentemente dependente da 
geração de espécies reativas de oxigênio (Machado et al., 2007).  
Os efeitos agudos do mercúrio ainda que em baixas doses (0.5, 1, 2, 5, 10 
µM e 20 nM, respectivamente) incluem a vasoconstricção em artérias caudais de 
ratos mediada por formação radicais livres que provavelmente reduzem a 
biodisponibilidade do NO (da Cunha et al. 2000; Wiggers et al., 2008). Partes destes 
efeitos são mediados pelo aumento da atividade da enzima conversora de 
angiotensina (ECA) e podem ser revertidos com o uso de antioxidantes (Vassallo et 
al., 1999; Wiggers et al., 2008).  
O mercúrio também pode causar dano ao endotélio vascular, no retículo 
sarcoplasmático, sarcolema, proteínas contráteis, diminuição dos níveis de 
hemoglobina e diminuição da síntese do citocromo P450 (Veltman & Maines, 1986; 
Salonen, 1998). Ao unir-se a hemoglobina nos sítios de oxigênio reduz também a 
capacidade desta de transportar este gás (Trepka et al., 1997). Todos estes 
mecanismos podem levar o aumento da peroxidação lipídica, como por exemplo, a 
oxidação de LDL, reconhecido fator de risco aterogênico. Salonen et al., (2000) 
demonstraram que existe correlação entre conteúdo de mercúrio em fios de cabelo e 
a oxidação desta lipoproteína. 
O efeito do mercúrio sobre o sistema cardiovascular é controverso, existem 
relatos tanto de vasodilatação em artérias aorta e pulmonar (aGolpon et al., 2003) 
quanto de vasoconstrição no leito vascular caudal (da Cunha et al., 2000) o que 
sugere que a ação deste metal no sistema vascular é variável e dose-dependente. 
Ambos os estudos relacionam seus efeitos a alterações na via do óxido nítrico, 
geração de espécies reativas de oxigênio e também demonstram alterações 
morfológicas de anéis de aorta quando expostos a concentração milimolares de 
mercúrio (bGolpon et al., 2003). Em perfusão de leito vascular mesentérico de 
resistência o cloreto de mercúrio (concentrações micromolares) promoveu aumento 
na pressão de perfusão basal indicando que os distúrbios circulatórios podem ter 
papel importante na toxidade do mercúrio e este efeito está relacionado aumento de 
cálcio (Oka et al., 1979). 
Numerosos estudos revelam que o mercúrio gera espécies reativas de 
oxigênio (ROS), embora o mecanismo exato da geração de radicais livres não esteja 
completamente elucidado. Há hipóteses que a depleção de GSH pela ação do 
mercúrio possa favorecer a produção de ROS que induz a oxidação de lipídios, 
proteínas e até do DNA (Houston, 2007). A integridade funcional do endotélio é 
crucial para a manutenção do fluxo sanguíneo e da capacidade antitrombótica, pois 
o endotélio libera fatores humorais que controlam o relaxamento e contração, 
trombogênese e fibrinogênese e ativação e inibição plaquetária. O endotélio vascular 
é altamente sensível ao estresse oxidativo e que pode causar disfunção endotelial, 
disfunção esta frequentemente observada em doenças cardiovasculares como a 
hipertensão arterial e a aterosclerose (Touyz 2004; Félétou & Vanhoutte 2006). É 
sabido que, pela interação com o óxido nítrico (NO), o anion superóxido (O2
.-) forma 
peróxido de nitrito, e deste modo reduz a disponibilidade do NO para o relaxamento 
do músculo liso vascular.  
O tratamento com metilmercúrio induz citotoxidade concentração-
dependente (1 a 5 µM) em células endoteliais humanas (HUVEC) assim como reduz 
a atividade da NO sintase (NOS), afeta o crescimento celular, formação de 
microtúbulo e migração causando dano celular que pode ser associado a 
patogênese da aterosclerose (Kishimoto et al., 1995a,b). O acúmulo de ROS induzido 
por altas concentrações de cloreto de mercúrio também resulta em citotoxidade em 
células endoteliais bovinas (Wolf & Baynes, 2007). Similarmente, Park & Park (2007) 
demonstraram recentemente que o cloreto de mercúrio aumenta ROS e promove 
apoptose em células epiteliais de bronquíolos. Apesar de inúmeros estudos 
demonstrarem que o mercúrio induz estresse oxidativo com subseqüente dano em 
vários órgãos e sistemas, (Wakita 1987; Carmignani et al., 1992; Miller & Woods, 
1993; Kishimoto et al., 1995; Huang et al., 1996; Mahboob et al., 2001; Touyz 2004; 
Félétou & Vanhoutte 2006; Wolf & Baynes 2007; Park & Park 2007; Houston 2007) o 
efeito in vivo da exposição crônica, a baixas concentrações de mercúrio, na 
modulação endotelial das respostas vasculares ainda é pouco explorado.  
 
1.2.4 Outros Sistemas 
Outros sistemas, como o respiratório, também podem ser afetados pelo 
vapor de mercúrio elementar e causar edema pulmonar, congestão, tosse e 
pneumonia intersticial (Bluhm et al., 1992; Taueg et al., 1992). Ratos expostos a 
27mgHg/m3 durante uma hora apresentaram sinais de dispnéia, enquanto a 
exposição por duas horas resultou em morte por asfixia (Livardjani et al., 1991). Em 
outros estudos a exposição aguda provocou degeneração e necrose pulmonar (Ashe 
et al., 1953). 
Há ainda relatos de danos pela inalação de vapor de mercúrio nos sistemas 
gastrointestinal, hepático, hematológico, imunológico, reprodutor e dérmico onde o 
mercúrio causa inúmeros efeitos carcinogênicos e genotóxicos. Alterações 
gastrointestinais como irritação da mucosa associada à diarréia, náuseas e vômitos 
também são relatados como efeito tóxico do HgCl2. Estudos com administração de 
mercúrio em baixas doses por gavagem (0,1mg/Kg) evidenciam dano e aumento do 
estresse oxidativo no fígado (Bando et al., 2005). 
 
1.3 ESTRUTURA DOS VASOS DE RESISTÊNCIA E SEU PAPEL NA 
MANUTENÇÃO DA RESISTÊNCIA VASCULAR. 
O equilíbrio do tono vascular é fundamental para a manutenção das funções 
do vaso e na fisiopatologia de várias doenças. As artérias de resistência possuem 
um diâmetro de 100 a 300 µm (Christensen & Mulvany, 2001) são formados por 
camadas denominadas: íntima, constituída de células endoteliais pavimentosas 
simples que revestem a luz do vaso e repousa sobre uma lâmina elástica interna; 
média, composta por células musculares lisas de disposição circular e de tecido 
conjuntivo fibroelástico; e adventícia que é a camada mais externa, formada por 
tecido conjuntivo, contendo basicamente fibras de colágeno, elastina e componentes 
celulares como fibroblastos e macrófagos (Pugsley & Tabrizchi, 2000). A lâmina 
elástica interna é formada por fenestrações que permitem a passagem substâncias 
do sangue para a parede vascular, e vice-versa. Já a lâmina elástica externa, é 
fragmentada ou em alguns casos ausente em pequenas artérias de resistência 
(Walker-Caprioglio, 1992). 
A matriz extracelular é um dos principais constituintes da parede dos vasos 
sanguíneos. Composta de fibras colágenas e elásticas determina as características 
mecânicas e estruturais da parede vascular de artérias de resistência (Briones et al. 
2003). Além disso, juntamente com os componentes celulares de cada camada 
participam da regulação de processos celulares como: adesão, migração e 
proliferação celular, influenciando dessa maneira na estrutura da parede vascular. 
O colágeno possui cerca de 13 tipos no sistema vascular, os quais contribuem 
para a manutenção da estrutura e integridade da parede vascular com importante 
papel em vários eventos celulares incluindo adesão, migração e proliferação celular 
(Plenz et al. 2003).  
A elastina é um componente importante da matriz extracelular de artérias de 
resistência, embora nestes vasos sua proporção em relação ao colágeno seja 
bastante menor comparada a vasos de condutância. As fibras elásticas são 
estruturas complexas formadas por elastina associada à glicoprotéinas hidrofílicas e 
enzimas responsáveis pelo entrecruzamento dos peptídeos de elastina. Estas fibras 
estão organizadas como “lâminas” concêntricas fenestradas ou lamelas que 
separam as diferentes camadas da parede vascular. Uma fina lâmina de tecido 
elástico separa a camada íntima da camada média (lâmina elástica interna) e outra a 
camada média da camada adventícia (lâmina elástica externa). Juntamente com o 
colágeno, a elastina constitui um fator importante para a determinação das 
propriedades mecânicas e estruturais da parede vascular de artérias de resistência 
(Briones et al., 2003). 
A resistência vascular periférica, determinante na manutenção da pressão 
arterial, varia inversamente ao raio do vaso a quarta potência (Lei de Poiseuille – R= 
8ηL/πr4, nos quais η = viscosidade; L = comprimento; r = raio). Dessa maneira, 
pequenas alterações do diâmetro luminar podem influenciar grandemente na 
resistência vascular periférica. O diâmetro luminar, por sua vez, é determinado pelas 
propriedades passivas e ativas da parede arterial. As propriedades passivas podem 
ser descritas pela relação pressão:diâmetro sob condições onde as células 
musculares lisas estão completamente relaxadas. Já as propriedades ativas dos 
vasos sangüíneos são determinadas pelo estado contrátil das células musculares 
lisas, pelo seu número e organização. Assumindo um determinado grau de ativação 
de uma célula muscular lisa, e que este produz um dado nível de força por área de 
secção transversal, a pressão contra a qual um vaso pode contrair será (de acordo 
com a Lei de Laplace) proporcional à relação parede: lúmen (ou mais corretamente à 
relação média: lúmen) (Mulvany, 1984). A característica estrutural primária dos 
vasos é dessa maneira determinada pelo diâmetro interno e pela espessura da 
parede (ou da camada média), medidas sob condições de completo relaxamento das 
células musculares lisas e sob uma dada pressão intravascular. De acordo com o 
diâmetro e a espessura da parede, um outro parâmetro que pode ser medido é a 
área de secção transversal; a medida deste parâmetro é importante uma vez que 
indica a quantidade de material que compõe a parede vascular e dessa maneira 
fornece informação sobre processos biológicos os quais determinam a estrutura 
vascular, como crescimento ou regressão celular. 
 
1.3.1 Fatores reguladores do tônus vascular 
Além da estrutura propriamente dita, em especial a integridade estrutural e 
funcional as células endoteliais que formam uma monocamada que reveste todo o 
sistema vascular são fundamentais para a manutenção da homeostasia da parede 
do vaso e da função circulatória. O endotélio vascular é um tecido multifuncional com 
propriedades sintéticas e metabólicas, como a manutenção da barreira de 
permeabilidade do vaso; elaboração de moléculas anticoagulantes e antitrombóticas; 
elaboração de moléculas pró-trombóticas; produção de matriz extracelular; 
modulação do fluxo sangüíneo e da reativação celular; regulação da inflamação, 
imunidade e crescimento celular (Pober & Cotran, 1990). Sua participação na 
regulação do tônus do músculo liso vascular se dá através da liberação de 
substâncias vasodilatadoras e vasoconstritoras que serão descritas a seguir. 
 
1.3.1.1 Óxido Nítrico 
O óxido nítrico é a principal substância vasodilatadora derivada do endotélio. 
É um gás que se difunde facilmente pelas membranas celulares e ainda possui ação 
inibitória sobre a agregação e adesão de plaquetas a superfície vascular e 
proliferação celular (Moncada et al., 1991; Heller et al., 1999). Este radical livre 
provém do aminoácido L-arginina que é transformado em óxido nítrico (NO) e L-
citrulina. Para que ocorra esta reação se consome oxigênio e NADPH (adenina 
dinucleotídeo fosfato) e requerem cofatores como FAD (flavina adenina 
dinucleotídeo), FMN (flavina adenina mononucleotídeo), BH4 (tetrahidrobiopterina) e 
calmodulina (Stuehr et al., 1991; Hevel et al., 1991). Três diferentes isoformas que 
podem sintetizar o NO: NO sintase endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) que são 
constitutivas nas células endoteliais e neuronais respectivamente e são dependentes 
do complexo Ca2+-calmodulina para sua ativação e a iNOS que é a forma induzida 
por estímulos imunológicos que pode ser expressa em macrófagos, células 
endoteliais e são ativadas pela concentração de cálcio intracelular (Forstemann et 
al., 1994).   
A produção de NO, sob condições fisiológicas, é realizada pelas células 
endoteliais estimulada por vários fatores e pelas forças de cisalhamento produzidas 
pelo fluxo sanguíneo no vaso (shear stress). O NO liberado se difunde rapidamente 
para o músculo liso vascular e ativa a guanilato ciclase solúvel que converte GTP 
(guanidil trifosfato) em GMPc (monofosfato cíclico de guanosina) (Carvajal et al., 
2000) que por meio da PKG (proteína quinase dependente de GMPc) dispara 
diversas fosforilações que reduzem o conteúdo e sensibilidade ao Ca+2 intracelular e 
promovem relaxamento. Assim, a PKG ativa canais de K+ dependentes de Ca+2 que 
inibem a entrada de cálcio do conteúdo extracelular pelos canais de Ca+2 
dependentes de voltagem, hiperpolarizando a membrana e promovendo 
relaxamento. Estes últimos canais podem sofrer ação direta da PKG, e ainda esta 
pode atuar nas Ca+2ATPases da membrana plasmática ativando a saída de cálcio e 
no retículo sarcoplasmático (SERCA) estimulando sua recaptação. A PKG ainda age 
nos receptores IP3 (1,4,5-trifosfato de inositol) no retículo sarcoplasmático, 
promovendo a saída de Ca+2 ao citoplasma. Por outro lado, a PKG fosforila a 
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK) inibindo sua atividade e reduzindo a 
contração muscular lisa vascular (Marín & Rodriguez-Martinez, 1997; Lincoln et al., 
2001).  
O NO pode ainda ter efeito direto sobre os canais de K+ dependentes de 
Ca+2 e também inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA) entre outros 
(Stoclet et al., 1999). Outra reação do NO é a formação de S-nitrosotiois (SNO) que 
tem propriedade de unir-se de forma covalente aos tióis ou aos metais de transição 
podendo modificar a função destas proteínas. O NO também pode reagir com 
radicais livres derivados do oxigênio especialmente os ânion superóxido (O2
-) e 
perder sua atividade vasodilatadora e ainda produzir substâncias citotóxicas como o 
peróxido de nitrito (ONOO-) e radicais hidroxila (OH-) (Padmaja & Huie, 1993; 
Stoclet et al., 1999). A perda da atividade biológica do NO resultante da interação 
com radicais livres derivados de oxigênio pode contribuir para os mecanismos 
fisiopatológicos associados à hipertensão e outras doenças (Kerr et al., 1999; 
Chatterjee & Catravas, 2008). 
 
1.3.1.2 Prostaglandinas 
Outras substâncias liberadas pelo endotélio com poder vasomotor e anti-
plaquetário são os prostanóides (Wright et al., 2001). Os prostanóides melhor 
caracterizados são as prostaglandinas (PG) E2, PGF2α, PGD2, PGI2 e TXA2 
(tromboxano A2). Todos são derivados do ácido araquidônico (AA) que libera os 
fosfolipídeos de membrana pela ativação da PLA2 (fosfolipase A2). A enzima chave 
na síntese de prostanóides é a prostaglandina II sintase, ou também conhecida 
como COX. Esta transforma o AA em PGH2 que é o precursor dos prostanóides que 
dependem das isomerases de cada tipo celular. Cada prostanóide exerce sua 
função vasoconstritora ou vasodilatadora quando acoplado a um receptor específico 
ligado à proteína G, que quando ativados estimulam a adenilato ciclase (AC) 
aumentando o AMPc (receptores IP, EP2, DP e EP4) e promovendo o relaxamento 
do músculo liso vascular ou reduzindo AMPc (EP3, FP e TP) produzindo então 
vasoconstrição.  
No endotélio a principal é a prostaciclina (PGI2), que uma vez liberada induz 
o relaxamento da musculatura lisa vascular e agregação plaquetária mediados pela 
ativação da enzima adenilato ciclase e consequentemente aumento de AMPc 
(monofosfato cíclico de adenosina) formado a partir da quebra de ATP (adenosina tri 
fosfato) (Davidge, 2001). Esta ação depende de receptores específicos acoplados a 
proteína G no músculo liso vascular, que por sua vez ativa a adenilato ciclase que 
transdorma ATP em AMPc (monofosfato cílico de adenosina). Este estimula a saída 
para o citosol e reduz a sensibilidade da maquinaria contrátil ao Ca+2 e ainda 
estimula canais de K+ sensíveis a ATP hiperpolarizando a membrana e causando 
relaxamento (Parkington et al., 1995). 
Se tem descrito dois tipos diferentes de COX, a tipo 1 (COX-1) e tipo 2 
(COX-2), sendo que a primeira é constitutiva nas maioria das células e a segunda 
expressa-se em vários tipos celulares mediantes estímulos como o inflamatório. Em 
artérias mesentéricas a COX-2 está presente em células endoteliais e adventícias 
(Briones et al., 2005). A regulação da expressão de COX-2 pode ser dada 
principalmente pelo NFκB assim como pelo estresse mecânico produzido pelo fluxo 
sanguíneo nos vasos (shear stress). Em condições fisiológicas há um equilíbrio da 
formação de prostanóides vasodilatadores e vasoconstritores gerados pela COX 
participando, deste modo, da manutenção do tono vascular. No entanto em algumas 
doenças vasculares os prostanóides vasoconstritores podem estar aumentados 
(Vanhoutte et al., 2005). 
 
1.3.1.3 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio - EDHF 
Embora ainda não se saiba sua gênese, existe outro fator vasodilatador 
sintetizado pelas células endoteliais chamado fator hiperpolarizante derivado do 
endotélio (EDHF) com grande importância nas artérias de resistência e arteríolas 
(Tomioka et al., 1999). Este fator promove o relaxamento pela hiperpolarização das 
células musculares lisas através da ativação de canais de potássio dependentes de 
Ca+2, que é como ele age, por exemplo, em leito vascular mesentérico (Adeagbo & 
Triggle, 1993). Sabe-se que o NO pode modular a liberação do EDHF via inibição do 
citocromo P450, o que contribuiria para homeostase vascular quando da depleção 
do NO (de Wit et al., 2000). Ainda a geração de radicais livres como o H2O2 são 
fortes candidatos a EDHF (Shimokawa & Matoba, 2004), onde ativam canais de K+ 
dependentes de cálcio de larga condutância no músculo liso vascular através da 
modificação direta da molécula do canal, ativação da GC ou do metabolismo do 
ácido araquidônico causando relaxamento no músculo liso vascular (Barlow et al., 
1998; Hayabuchi et al., 1998). 
Na síntese de EDHF a hiperpolarização das células endoteliais pode seguir a 
três respostas: a) Hiperpolarização endotelial facilitando aumento de cálcio 
intracelular resultando na síntese de EDHF; b) Hiperpolarização endotelial conduzida 
para o músculo liso vascular através das gap junctions e c) liberação de íons K+ pelo 
endotélio ativando canais de K+ de larga condutância resultando na hiperpolarização 
do músculo liso vascular (Shimokawa & Matoba, 2004).  
Vários canais de K+ estão expressos no músculo liso vascular de artérias de 
pequeno diâmetro e contribuem para a manutenção do potencial de membrana, por 
meio do efluxo de K+ resultando na hiperpolarização da membrana. Este efeito 
seguido do fechamento de canais de Ca+2 voltagem dependentes levam a redução 
de entrada de Ca+2 e vasodilatação (Nelson & Quayle, 1995), assim como a inibição 
destes canais de K+ levam a despolarização da membrana e vasoconstrição. Quatro 
tipos de canais foram detectados em células do músculo liso vascular: 1) Canais de 
K+ voltagem dependente (Kv), abertos sob a despolarização da membrana 
plasmática no músculo liso vascular; 2) Canais de K+ de larga condutância ativados 
por alterações de cálcio intracelular (BKCa) que tem papel importante na manutenção 
do potencial de membrana e podem ser bloqueados com uso de TEA; 3) Canal de 
K+ sensíveis a ATP (KATP) que servem de ligação entre o metabolismo celular e a 
excitabilidade da membrana e 4) Canal de K+ retificador (Kir), abundante em vasos 
de resistência, contribuem para a manutenção do potencial de repouso da 
membrana (Nelson & Quayle, 1995; Ko et al., 2008). 
Vários vasoconstritores inibem a atividade dos canais de K+, contribuindo 
para a despolarização da membrana celular. Geralmente, vasoconstrição é iniciada 
em um receptor de membrana acoplado através de uma proteína G a fosofolipase 
que gera segundos mensageiros diacilglicerol (DAC) e trifostato de inositol (IP3) que 
ativam a proteína quinase C (PKC) que inibe estes canais. Nas células musculares 
lisas, vários vasoconstritores como a angiotensina, endotelina, vasopressina, 
noradrenalina, histamina, serotonina inibem canais de KATP via ativação de PKC 
(Wakatsuki et al., 1992). 
Os vasodilatadores aumentam a concentração intracelular de AMPc a qual 
ativa PKA dependentes de AMPc ativando diversos canais e hiperpolarizando a 
membrana celular. Alguns vasodilatadores agem via guanilato ciclase, 
primeiramente aumentam níveis intracelulares de GMPc e consequentemente ativam 
PKG dependente de GMPc (Standen & Quayle, 1998). A ativação de PKG pelo NO 
ou outros nitrovasodilatadores resulta na ativação de canais BKCa em células 
musculares lisas de artérias cerebrais e coronárias (Williams et al., 1988). 
Alterações no funcionamento dos canais de K+ tem sido detectado em várias 
condições incluindo hipertensão, diabetes e dano cerebral, geralmente estes canais 
nas situações patológicas reduzem sua ação (Ko et al., 2008) 
 
1.3.1.4 Endotelina   
Ainda existem outros fatores endoteliais ligados à constrição vascular. A 
endotelina (ET), sintetizada pelas células endoteliais e musculares lisa, tem seus 
efeitos no músculo liso vascular mediados pelos receptores ETA e ETB que induzem 
aumento do Ca+2 intracelular proveniente de estoques intracelulares e extracelulares 
promovendo vasoconstrição. Nas células endoteliais, no entanto, os receptores ETB 
induzem vasodilatação pela produção de NO e PGI2 (Schiffrin, 2005).  
 
 
1.3.1.5 Sistema Renina Angiotensina  
Outra substância vasoconstritora liberada pelos vasos é a angiotensina II. 
Derivada do sistema renina-angiotensina, que anteriormente acreditava-se ser 
somente um mecanismo sistêmico, no entanto sabe-se que é produzida localmente 
em órgãos como rins, coração, cérebro, córtex adrenal e vasos sanguíneos (Bader 
et al., 2001; Lavoie & Sigmund, 2003). A angiotensina é sintetizada a partir de um 
ciclo que se inicia com a pré-pró-renina que é um peptídeo não ativo que se 
transforma em pró-renina que sob a ação de proteólise celular transforma-se em 
renina. Esta, uma vez liberada, age sobre o angiotensinogênio, precursor desta 
cadeia, que transforma-se em angiotensina I, que sob a ação da enzima conversora 
de angiotensina (ECA) dá lugar a angiotensina II, um potente vasoconstritor. Pela 
ação de aminopeptidadases A e B podem degradar-se em angiotensina II e IV 
respectivamente. A angio II também pode ainda pela ação da ECA 2 formar 
angiotensina 1-7 (Ferreira & Santos, 2005; Lavoie & Sigmund, 2003). A ação da 
angiotensina II se dá via receptores específicos denominados AT1 presente nas 
células musculares lisas e adventícia dos vasos, AT2 detectado especialmente 
durante o desenvolvimento fetal, AT4 que liga-se a angio IV e outro ainda não 
identificado que liga-se a angio 1-7 todos este acoplados a proteína G (Ferreira & 
Santos, 2005; Touyz & Schiffrin, 2000). Os receptores AT1 e AT2, principais locais de 
ação da angiotensina II desenvolvem diversas funções como regulação do tônus 
vasomotor (vasoconstrição – AT1 e vasodilatação – AT2), síntese de substâncias, 
inibição do crescimento celular, proliferação de células musculares lisas (Touyz & 
Schiffrin, 2000). A angiotensina II quando ligada ao receptor AT1 localizado nas 
cavéolas, tem como mecanismo principal estimular a hidrólise de PIP2 (fosfatidil 
inositol 4,5-bifosfato) pela fosfolipase C (PLC) formando IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) 
e DAG (diacilglicerol). O IP3 estimula a liberação de cálcio do retículo 
sarcoplasmático e aumentando o cálcio intracelular ([Ca2+]i) e promove contração do 
músculo liso vascular. Já o DAG estimula a PKC que na membrana plasmática 
fosforila e ativa proteínas que interferem na função vascular promovendo contração 
e crescimento celular. Ainda a PKC pode ativar o trocador Na+/H+, Na+/Ca+2 e a 
Na+K+ATPase promovendo aumento de Na+ e Ca+2 intracelular culminando com 
constrição vascular (Touyz & Schiffrin, 2000).  
Os receptores AT2, ainda não tem todos seus mecanismo elucidados e 
realizam vasodilatação via liberação de NO (Horiuchi et al., 1999) e podem estar 
envolvidos na resposta inflamatória renal pela ativação de NFkB (Esteban et al., 
2004). 
As células endoteliais também formam e metabolizam a Angiotensina (1-7) 
que tem seus efeitos opostos ao da Angio II, pois promove vasorelaxamento, 
melhora a função endotelial e tem benefício a nível cardíaco. Seus efeitos parecem 
estar mediados pela produção de prostanóides vasodilatadores, de NO e EDHF 
(Ferreira & Santos, 2005). Ainda a Angiotensina II pode estimular a liberação de 
radicais livres especialmente o ânion superóxido (O2
•-). 
 
1.3.1.6 Espécies Reativas de Oxigênio  
Em várias doenças cardiovasculares, há aumento do estresse oxidativo, 
caracterizado por um aumento de espécies reativas de oxigênio como os ânions 
superóxido (·O2-), os radicais hidroxil (OH·), o peroxinitrito (ONOO-), dentre outros, 
associado com redução das defesas antioxidantes (Suzuki et al., 1995; Hamilton et 
al., 2001; Wu et al., 2001). O ânion superóxido reage com o óxido nítrico formando o 
peroxinitrito que tem alta capacidade oxidativa (Beckman et al., 1990; Goldstein & 
Czapski, 1995). 
Dentre as substâncias que podem atuar e promover alterações vasculares 
importantes, e que estão de certa forma atreladas aos mecanismos supracitados, 
estão as espécies reativas de oxigênio (ROS). Produzem-se em todas as células 
aeróbias e caracterizam-se por ter elétrons desemparelhados. Algumas são 
altamente reativas como os radicais hidroxila (OH-) e outras menos reativas como o 
ânion superóxido (O2
•-) e peróxido de nitrito (ONOO-). 
Todos os tipos de células vasculares podem produzir O2
•- e seus níveis são 
dependentes do balanço entre o sistema oxidante e antioxidante por vários 
mecanismos (Soccio et al., 2005). O ânion superóxido (O2
•-) se forma pela adição de 
um elétron a molécula de oxigênio e é produzido pela cadeia respiratória 
mitocondrial, pelas xantinas-oxidases, cicloxigenase, lipoxigenase, pela NOS na falta 
de substrato ou cofatores, mas principalmente na parede dos vasos pela NADPH 
oxidase (NADPH - nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato). Esta é uma enzima 
associada à membrana e componente citosólico. O citocromo b558 é o mais 
importante componente deste complexo e que confere estabilidade e atividade a 
esta enzima. Este heterodimero é composto por p22-phox, que desempenha 
importante papel na formação de O2
- nas células vasculares e gp91-phox, mais 
conhecida como NOX. Possui diversas subunidades, NOX (1-7), phox (22, 47, 40, 
67) e rac) (Zalba et al., 2001) que catalizam a redução do oxigênio utilizando a 
NADH ou a NADPH como doadoras de elétrons. A NADPH quando ativada pela 
fosforilação da p47phox mediada por estímulos como força mecânica, fatores de 
crescimento, angiotensina II e citoquinas vai atuar na formação do O2
•- (Soccio et al., 
2005). Esta molécula desempenha grande papel na indução de apoptose, 
angiogênese endotelial e expressão de fatores implicados na inflamação de células 
musculares lisas vasculares (Brandes & Kreuzer, 2005). Por outro lado, o O2
•- pode 
induzir contração vascular (Tosaka et al., 2002), vasodilatação (Marín & Rodriguez-
Martinez, 1995) e modular contração de diferentes agonistas (Srivastava et al., 
2002). O O2
- além de reduzir os efeitos benéficos do NO, pode agir como 
vasoconstritor e pode causar também dano direto pelo ONNO- (McIntyre et al., 1999; 
Dhalla et al., 2000). 
A superóxido dismutase (SOD) cataliza a dismutação de duas moléculas de 
O2
•- a peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio. O H2O2 é hidrolizado pela catalase 
ou glutationa peroxidase e pode também ser precursor de outros radicais como OH-. 
O H2O2 pode atuar tanto como vasoconstritor como vasodilatador, como observado 
em artérias mesentéricas (Gil-Longo & Gonzáles-Vazquez, 2005).  
O íon OH- é a espécie mais reativa e é formado a partir do H2O2 pela 
presença de Fe2- ou Cu+2 e tem tanto poder vasodilatador quanto vasoconstritor 
mediado pela PKC e guanilato ciclase solúvel respectivamente (Marín & Rodriguez-
Martínez, 1995). 
E por fim, quando os níveis de NO aumentam a níveis nanomolares, há uma 
competição com a SOD pelo O2
•- favorecendo a formação de ONOO-, que promove 
peroxidação lipídica (Stoclet et al., 1999). 
Todos estes fatores descritos podem de alguma maneira, se fora da situação 
de equilíbrio, promover dano/disfunção endotelial. Este se caracteriza pela redução 
do relaxamento dependente do endotélio decorrente de menor liberação e/ou 
biodisponibilidade de substâncias vasodilatadoras como NO ou por um aumento de 
substâncias vasoconstritoras como angiotensina e ânion superóxido. Este 
desequilíbrio, presente nas diversas doenças vasculares, pode ter como fator 
desencadeante agressões vasculares advindas da intoxicação por metais como o 
mercúrio, por exemplo. Além disso, a agressão continuada ao longo do tempo 
favorece o desenvolvimento das agressões vasculares. Cabe aqui ressaltar que o 
mercúrio tem sido descrito como um desses agentes, agindo tanto em condições de 
exposição aguda como de exposição crônica. Entretanto, estudos com exposição 
crônica a pequenas quantidades do mercúrio, com doses controladas, ainda são 
muito poucos, razão pela qual desenvolvemos este estudo para investigar a ação 





























2.1 Objetivo geral 
Avaliar os possíveis efeitos da exposição crônica ao cloreto de mercúrio (HgCl2) sobre a 
reatividade vascular e as propriedades mecânicas e estruturais de artérias de resistência de 
ratos. Para tal, foi desenvolvido um modelo experimental de exposição crônica a HgCl2 
com o propósito de manter baixas concentrações sanguíneas de mercúrio, semelhantes 
àquelas encontradas em humanos expostos cronicamente a este metal. 
 
2.2 Objetivos específicos 
- Avaliar o efeito do tratamento crônico, por 30 dias, com HgCl2 sobre a pressão arterial 
sistólica e massa corporal; 
- Investigar possíveis alterações nas propriedades estruturais e mecânicas de artérias 
mesentéricas de resistência de rato após o tratamento crônico com HgCl2; 
- Verificar se o tratamento com HgCl2 modifica as respostas vasoconstritoras de artérias 
mesentéricas de resistência e de artérias cerebrais; 
- Averiguar se a exposição crônica ao HgCl2 altera a participação do endotélio na resposta 
vascular à fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência, bem como estudar possíveis 
fatores endoteliais envolvidos. Especificamente, avaliaremos a participação do óxido 
nítrico, de prostanóides, de canais de potássio, do sistema renina-angiotensina e do estresse 
oxidativo nas respostas vasoconstritoras induzidas por fenilefrina;  
- Avaliar se a exposição crônica ao HgCl2 altera o papel do NO e do estresse oxidativo na 
resposta a serotonina em artérias cerebrais;  
- Analisar se a exposição crônica ao HgCl2 afeta o relaxamento dependente e independente 
do endotélio assim como a participação do estresse oxidativo neste relaxamento em artérias 
mesentéricas de resistência. 
- Avaliar se o tratamento crônico com HgCl2 altera a expressão protéica da isoforma 
endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) e das isoformas CuZn, Mn e EC da SOD nas 























MATERIAIS E MÉTODOS 
III MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais experimentais 
Neste estudo, foram utilizados ratos normotensos da linhagem Wistar 
(Rattus novergicus albinus), machos com idade aproximada de 90 dias ao final do 
tratamento, pesando entre 300 e 400g. Esses foram fornecidos pelo biotério da 
Facultad de Medicina da Universidad Autónoma de Madrid, Espanha. Os animais 
foram mantidos em gaiolas, sob controle de temperatura, umidade e ciclo claro-
escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e ração. A investigação foi feita em 
conformidade com a “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicada 
pela “US National Institutes of Health” (NIH Publications No. 85-23, revisada em 
1996) e pelas leis espanholas e européias de experimentação animal (RD 233/88 
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación e 609/86). 
 
3.2 Tratamento Crônico com HgCl2 – modelo experimental 
Os ratos foram dividos em dois grupos experimentais: Controle e Mercúrio 
(HgCl2). Os ratos do grupo Controle receberam injeções intramusculares (i.m) de 
solução salina, NaCl - 0,9% por 30 dias. No grupo HgCl2, os ratos receberam, pelo 
mesmo período, injeções i.m de cloreto de mercúrio com a finalidade de obter uma 
concentração plasmática final de cerca de 20nM sendo a primeira dose de 4.4 µg/kg 
e as doses subsequentes de 0.07 µg/kg/dia.  
Estas doses foram determinadas baseadas em cálculo teórico, onde:        
dose = volume de distribuição x concentração plasmática (d = Vd x Cp). 
Consideramos que o mercúrio distribuiria-se igualmente no organismo, e, o volume 
de distribuição equivaleu à quantidade total de água corporal, ou seja, 80% do 
volume de sanguíneo total. Assim foi calculada a primeira dose, suficiente para, 
teoricamente, atingir 20nM de mercúrio no sangue. Para a manutenção desta 
concentração, as doses subsequentes foram calculadas baseando-se na meia-vida 
de 37 dias do HgCl2 (Azevedo, 2003). Para tal, calculou-se a eliminação diária e 
ajustaram-se as doses correspondentes a esta eliminação a fim de manter 20nM de 
concentração sanguínea. As doses foram ajustadas ao peso do rato semanalmente. 
Segue cálculos utilizados: 
 
 d = Vd x Cp 
 
Peso aproximado do rato = 300 g (80% de agua) 
Vd = 240 ml considerando que o mercúrio distribui-se igualmente pelo 
organismo a concentração plasmática desejada em ng/ml foi calculada 
conhecendo-se o PM do HgCl2: 
PM= 271,5g - 1L - 1M 
 
    271,5mg - 1ml - 1M 
 
0,000000271mg - 1 ml - 1nM 
x             -      - 20nM 
x = 5,43ng/ml 
Logo: 
5,43ng - 1ml 
 
dose a administrar = 240ml x 5,43ng/ml 
dose = 1303,2 ng (massa para injetar para obter 20nM em 240 ml de 
volume)- 1ª DOSE 
 
dose/kg= 4,4 mg/Kg  
 
Supondo que na primeira injeção temos 20nM no rato e a meia-vida do 
HgCl2 é de 37 dias. Em 37 dias se elimina a metade da dose (1303,2 
ng), ou seja, 651,6ng 
 
37 dias - 651,6 ng 
1 dia    - x 
x = 17,61 ng massa das doses subsequentes 
 
Todos os dias subsecuentes foi injetado somente o que se eliminaria. 
As doses foram ajustadas ao peso do animal. 
 
Ex: 0,1 ml para 300 g 
      X ------  400 g 




3.2.1 Determinação da concentração de mercúrio (HgCl2) no sangue 
 Com o intuito de verificar a eficácia do tratamento com HgCl2 por 30 dias foi 
quantificada a concentração sanguínea deste metal por espectofotometria de 
fluorescência atômica a frio. Os ratos foram anestesiados com isoflurano (1-cloro-
2,2,2-trifluoroetil éter – Medical Supplies & Service Int Ltd – MSS - Baxter) por via 
inalatória. Uma incisão cirúrgica abdominal foi realizada e a artéria aorta 
abdominal exposta para punção direta de cerca de 10ml de sangue. As amostras 
coletadas foram colocadas em tubo de ensaio pré-tratados com EDTA e mantidas 
a 4°C.  
 As análises foram realizadas pelo Centro de Espectrometria Atómica da 
Facultad de Ciencias Geológicas da Universidad Complutense de Madrid pela 
técnica de Espectrometria de Fluorescência Atômica (PSA Analytical, Model 1025 
Millenium System). 
A técnica de vapor frio é a técnica de escolha para quantificar o mercúrio, 
pois é o único elemento que a temperatura ambiente tem suficiente tensão de 
vapor para formar vapor atômico. As amostras foram tratadas previamente com 
diluição ácida até que o mercúrio atingisse a forma iônica, posteriormente 
adicionou-se um agente redutor para reduzir os ions Hg
2+ 
a Hg metálico.  





→ Hg + H
2  
O vapor de mercúrio formado foi arrastado por um gás inerte até uma célula de 
medida e com a ajuda de uma corrente de ar se determinou o conteúdo de 
mercúrio a 253,7 nm. Esta técnica é muito sensível e elimina muitas 
interferências, podendo detectar até 1 ppb de mercúrio. A determinação 
quantitativa realizou-se por comparação com uma amostra com concentrações 
conhecidas mediante a uma reta de calibração (Clin Cal Calibrator - Whole Blood 
Calibrator, Labortechnik, Munich, Germany) em que se representam as 
absorvâncias em relação às concentrações (Ximénez Herraiz, 1980). 
A acurácia da análise foi comprovada por um material de referência externo 
(Clin Check Control - Whole Blood Control Lyophilized Level I, Labortechnik, Munich, 
Germany) que considerou aceitável o valor teórico de 3,8 ng/ml e valor experimental 
de 3.85 ng/ml. Todas as amostras foram analisadas por duplicata. 
3.3 Medida da pressão arterial e peso corporal 
Com o intuito de avaliar a evolução dos níveis pressóricos nos diferentes grupos 
experimentais, os valores de pressão arterial foram verificados, semanalmente, 
durante o decorrer do tratamento. A pressão arterial sistólica foi determinada, de 
maneira indireta, por pletismografia de cauda (Letica, Digital Pressure Meter, LE 
5000, Barcelona, España) (Buñag, 1973). Para evitar erros de medida e análise 
os ratos foram submetidos a um período de uma semana de ambientação a 
técnica, respeitando-se o período de aquecimento em estufa e número de 
medidas.  
Ainda foi investigado se o tratamento com HgCl2 afetava o ganho ponderal normal 
durante o tratamento, para tal o peso dos ratos foi medido semanalmente. 
 
3.4 Estudo das propriedades mecânicas e estruturais de artérias 
mesentéricas de resistência 
Para realizar a análise das propriedades mecânicas e estruturais o leito 
mesentérico foi removido, acondicionado em solução de Krebs Henseleit a 4º C e 
o terceiro ramo da artéria mesentérica foi dissecado e limpo de tecido de adiposo 
para posterior montagem em miógrafo de pressão. 
 
3.4.1 Miógrafo de pressão 
A técnica de artérias pressurizadas, de acordo com o método descrito inicialmente 
por Halpern et al., (1978) foi utilizada e para isso, segmentos de 
aproximadamente 2 mm do terceiro ramo da artéria mesentérica superior foram 
montados em um miógrafo de pressão (Danish Myo Tech, Modelo P100, J.P. 
Trading I/S, Aarhus, Dinamarca). As extremidades das artérias foram canuladas 
com micropipetas de vidro e fixadas com fio de sutura de nylon. Em seguida o 
comprimento da artéria foi ajustado aumentando a pressão intraluminar até 
aproximadamente 140 mmHg, até que as paredes arteriais estivessem paralelas e 
sem estiramento (Figura IV). Com esse procedimento foi possível verificar se a 
artéria estava adequadamente pressurizada. A pressão foi ajustada a 70 mm Hg e 
seguiu um período de estabilização de 60 minutos, em solução de Krebs-
Henseleit na ausência de cálcio (Ca2+) gaseificada com mistura carbogênica e 
mantida a temperatura de 37º C. A solução de Krebs-Henseleit sem Ca2+ foi 
preparada omitindo o CaCl2 e adicionando EGTA 10 mM.  
 
100 µm  
 
Figura I: Foto representativa de uma artéria mesentérica de resistência (Terceiro 
ramo da artéria mesentérica superior) pressurizada a 70 mmHg. Aumento 40x. 
(Xavier et al., 2006). 
 
Após o período de estabilização, a pressão intraluminar foi reduzida a            3 
mmHg; uma curva de pressão foi realizada aumentando a pressão intraluminar de 
3 a 140 mmHg, em aumentos de 20 mmHg e intervalos de 3 minutos. Para cada 
valor de pressão intraluminar, ao final dos 3 minutos, o diâmetro interno (Di) e 
externo (De) foram medidos. 
 
3.4.2 Cálculos das propriedades mecânicas e estruturais das artérias 
mesentéricas de resistência 
As medidas de diâmetro interno e externo (Di e De) utilizadas para o cálculo dos 
parâmetros estruturais e mecânicos arteriais foram realizadas em condições 
passivas (em solução de Krebs sem cálcio, 0Ca). Os seguintes parâmetros 
estruturais e mecânicos foram calculados a partir destas medidas: 
1. Espessura da Parede (EP) 
 
EP =  
(De0Ca – Di0Ca) 
2 
2. Área de Secção Transversal (AST) 
 
3. Relação Parede/ Lúmen (P/ L) 
 
As propriedades mecânicas das artérias foram calculadas de acordo o método 
inicialmente descrito por Baumbach & Heistad (1989). 
 
4. Distensibilidade arterial 
 
A distensibilidade representa a porcentagem de mudança do diâmetro arterial 
interno para cada valor de pressão intraluminar. 
 
5. Strain (ε). Representa a variação nas dimensões de um corpo (deformação, ε) 
em conseqüência de uma dada tensão aplicada. 
 
Onde: D00Ca é o diâmetro a 3 mm Hg e Di0Ca é o diâmetro interno observado para 
um dado valor de pressão intraluminar sob condições de completo relaxamento. O 
valor de D00Ca foi medido a 3 mm Hg porque é difícil determinar o diâmetro interno 
a valores inferiores de pressão intraluminar. 
 





P/ L =  
(De0Ca – Di0Ca) 
(2 x Di0Ca) 
(∆ Di0Ca) 
x 100  
(∆ Di0Ca x ∆P) 
(Di0Ca – D00Ca ) 
ε =  
D00Ca 
6. Stress de parede (σ) – Tensão (medida por unidade de área) produzida na 
parede arterial frente a alterações da pressão intraluminar, do diâmetro interno e 
da espessura da parede. 
 
Onde: P é a pressão intraluminar (1 mm Hg = 133,4 N/ m2) e EP é a espessura da 
parede arterial para cada valor de pressão intraluminar em solução de Krebs sem 
Ca2+. 
A rigidez arterial independente da geometria é determinada pelo módulo elástico 
de Young o qual pode ser expresso pela relação entre tensão e deformação (E = 
Stress/ Strain). No caso de vasos sanguíneos esta relação stress-strain exibe um 
comportamento curvilíneo. Assim, torna-se mais apropriado o cálculo da relação 
tangencial ou módulo elástico incremental (EInc), o qual pode ser determinado pela 
inclinação (β) da curva stress-strain (Dobrin, 1978).  
                                                        
O EInc foi calculado plotando os dados obtidos de stress e de strain para cada 
experimento utilizando a equação exponencial abaixo (SigmaPlot, SPSS Inc): 
σ = σorig e
βε 
Onde: σorig representa o stress de parede para o valor inicial de diâmetro 
(diâmetro a 3 mmHg). De acordo com a derivação das equações acima é possível 
obter-se que EInc = βσ. Para um dado valor de σ, EInc é diretamente proporcional a 
β. Um aumento de β implica um aumento de EInc, o qual representa um aumento 
da rigidez. 
 
3.5 Estudo da reatividade vascular em artérias mesentéricas de resistência 
Para estudar a reatividade vascular em artérias mesentéricas de resistência, foi 
utilizado o método descrito por Mulvany & Halpern (1977). Para isso, o leito 
σ =  
(P x Di0Ca) 
(2EP) 
δσ 
EInc =  
δε 
mesentérico foi removido, posto em uma placa de petri contendo solução de 
Krebs-Henseleit a 4º C (composição em mM: NaCl 118; KCl 4,7; NaHCO3 25; 
CaCl2.2H2O 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4.7H2O 1,2; EDTA 0,01 e glicose 11). A partir 
da localização da artéria mesentérica superior foram identificados os terceiros 
ramos que foram limpos de seu tecido adiposo e cortados em segmentos de 1,5 - 
2,0 mm de comprimento com o auxílio de um microscópio de dissecção e 
mantidos em Krebs a 4º C. Após preencher as câmaras do miógrafo para vasos 
resistência (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, 
Dinamarca) com Krebs aerado as artérias eram montadas entre dois fios de 
tungstênio (40 µm de diâmetro) inseridos em seu lúmen para estudos de tensão 
isométrica. Um dos fios estava acoplado a um transdutor de tensão e o outro a 
um micrômetro que permitia o estiramento das artérias (Figura I). Esse miógrafo 
estava conectado um sistema para aquisição de dados (Powerlab/800 
















                                               
Figura II: (A) Desenho esquemático da preparação de vasos de resistência 
isolados, desenvolvido por Mulvany & Halpern (1977). A figura mostra duas 
placas de aço, entre as quais um segmentos de até 2 mm de comprimento pode 
ser montado. Uma das placas está conectada a um transdutor de força de alta 
sensibilidade e a segunda está conectada a um micrômetro. Os fios de 
tungstênio, representados em azul, possuem 40µm cada (Adaptado de Mulvany 
M.J. 1993). (B) Foto da câmara do miógrafo (Danish Myo Tech, Modelo 410A, JP-
Trading I/S, Aarhus, Dinamarca). 
 
As artérias após serem montadas nas câmaras, permaneciam por 30 minutos em 
período de estabilização, submersas em solução de Krebs-Henseleit gaseificada 
com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4) e mantidas à 
temperatura de 37° C.  
A partir de então as artérias foram estiradas a uma tensão de repouso 
considerada ótima em relação ao seu diâmetro interno. Para isso, em cada 








circunferência interna correspondente a uma pressão transmural de 100 mm Hg 
para um vaso relaxado in situ (L100) foi determinada (Mulvany & Halpern, 1977). 
Para a realização dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma 
circunferência interna L1, calculado como L1 = 0,90 x L100, circunferência na qual o 
desenvolvimento de força é máximo (Mulvany & Halpern, 1977).  
 
Protocolos experimentais 
Depois do processo de normalização, as artérias foram submetidas a um período 
de estabilização de 30 minutos e em seguida, contraídas com cloreto de potássio 
(KCl, 120 mM) para avaliar sua integridade funcional. Após o retorno a tensão 
basal os protocolos foram realizados. Em seguida, as artérias foram pré-
contraídas com fenilefrina (1 µM), até aproximadamente 50 % da contração 
máxima produzida por 120 mM de KCl, e uma única dose de Ach (10 µM) foi 
administrada a fim de comprovar a integridade do endotélio, que foi considerada 
aceitável quando o relaxamento à Ach foi maior que 70%. 
 
3.5.1 Avaliação da resposta vasoconstritora à fenilefrina em artérias 
mesentéricas de resistência 
Após novo período de estabilização de uma hora, a curva concentração-resposta 
à fenilefrina (10 nM - 30 µM) foi realizada. Com objetivo de investigar os prováveis 
mecanismos envolvidos nas alterações da contração a fenilefrina induzidas pelo 
tratamento com mercúrio, as artérias foram pré-incubadas com fármacos durante 
30 minutos (Figura II). 
 
  
Figura II: Registro ilustrativo de uma curva concentração-resposta a fenilefrina. 
3.5.2 Influência do endotélio sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina 
Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta 
vasoconstritora à fenilefrina, em alguns experimentos, o endotélio foi removido de 
acordo com a metodologia descrita por Osol et al. (1989). Para isso, um fio de 
cabelo humano era lavado com etanol e em solução de Krebs. Antes do processo 
de normalização da tensão de repouso de cada segmento arterial, o fio de cabelo 
era inserido no lúmen das artérias e movimentos de fricção contra a parede 
arterial eram realizados. Após período de estabilização de aproximadamente 30 
minutos, 120 mM de KCl eram administrados às preparações com a finalidade de 
avaliar a viabilidade arterial e analisar uma possível lesão muscular após a 
remoção mecânica do endotélio. 
Após 30 min da contração ao KCl, as preparações foram pré-contraídas com 
fenilefrina (em uma concentração capaz de induzir aproximadamente 50 % da 
contração máxima ao KCl 120 mM) e a ausência do endotélio foi comprovada 
pela incapacidade da acetilcolina (10 µM) induzir relaxamento. Após a 
confirmação da ausência do endotélio, as preparações eram lavadas e 60 minutos 
após o retorno à tensão basal, curvas concentração-resposta à fenilefrina (10 nM 




3.5.3 Influência do óxido nítrico, dos prostanóides, dos canais para o 
potássio, do sistema renina angiotensina e das espécies reativas de 
oxigênio sobre a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina e sua 
possível alteração com o tratamento com HgCl2 
O efeito do óxido nítrico sobre a contração induzida por fenilefrina foi avaliado 
através da utilização de L-NAME (100 µM), inibidor não seletivo da sintase de 
óxido nítrico.  
Para avaliar o efeito do tratamento com HgCl2 sobre a participação da via do 
ácido araquidônico-ciclooxigenase (COX) na resposta contrátil a fenilefrina, 
artérias mesentéricas de resistência foram incubadas com o inibidor inespecífico 
da COX, indometacina (10 µM), assim como um bloqueador da sintase da 
prostacilina a tranilcipromina (TCP – 10 mM).  
Ainda, para avaliar a influência dos canais para o potássio sensíveis ao cálcio 
sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina as artérias foram incubadas com 
tetraetilamônio (TEA, 2 mM), um bloqueador de canais para o potássio ativados 
por cálcio.  
Para avaliar a influência da angiotensina II sobre a resposta contrátil a fenilefrina 
em ratos tratados com HgCl2, foi realizada curva concentração-resposta a 
fenilefrina antes e após incubação por 30 minutos com captopril (0,1 mM), um 
inibidor da enzima conversora de angiotensina ou com losartan (10 mM), um 
antagonista do receptor AT1. 
Para avaliar se a exposição ao HgCl2 interfere na participação das espécies 
reativas do oxigênio sobre a resposta contrátil a fenilefrina, artérias mesentéricas 
de resistência foram incubadas com SOD (superóxido dismutase - 150 U/ml, um 
“varredor” de ânion superóxido), catalase (1000 U/ml, um “varredor” de peróxido 
de hidrogênio), tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-terametilpiperidina-1-oxil - 10 µM, um 
mimético da superóxido dismutase), tiron (ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-
benzeno - 1mM, um “varredor” de ânion superóxido) ou a associação de  L-
NAME+SOD e TEA+SOD. Curvas concentração-resposta à fenilefrina foram 
realizadas após 30 minutos de incubação. 
Ainda, para verificar se o tratamento com HgCl2 afetava a participação dos 
derivados vasoativos liberados pelo tecido (gordura) perivascular sobre a 
contração a fenilefrina, artérias mesentéricas de resistência foram submetidas à 
curva concentração-resposta a na presença do tecido perivascular em ratos do 
grupo Controle e HgCl2. 
 
3.5.4 Avaliação da resposta de relaxamento dependente e independente do 
endotélio 
Em um grupo adicional de experimentos, as artérias foram pré-contraídas com 
fenilefrina (1 µM), até aproximadamente 50 % da contração máxima produzida por 
120 mM de KCl em seguida a curva concentração-resposta à acetilcolina (0,01 
nM - 30 µM) foi realizada precedida ou não pela incubação por 30 minutos com os 
fármacos (Figura III).  
Para avaliar a resposta do relaxamento independente do endotélio as artérias 
foram pré-contraídas com fenilefrina (1 µM), e submetidas à curva de relaxamento 










Figura III: Registro ilustrativo de uma curva concentração-resposta a acetilcolina. 
 
3.5.5 Efeito das espécies reativas de oxigênio sobre a resposta do 
relaxamento dependente do endotélio 
Para investigar se o tratamento com mercurio alterava o relaxamento induzido por 
acetilcolina através da produção de espécies reativas de oxigênio as artérias 
foram submetidas à curva concentração resposta a acetilcolina antes e após 
incubação por 30 minutos com apocinina (0,3 mM, um inibidor da NADPH 
oxidase), SOD (150 U/ml) ou catalase (1000 U/ml).  
 
3.6 Estudo da reatividade vascular em artérias basilares 
Estudo similar foi realizado com artérias basilares. Após o sacrifício, o cérebro dos 
animais eram cuidadosamente retirado e colocado em solução de Krebs a 4°C. A 
artéria basilar era dissecada, dividida em segmentos de 2 mm de comprimento e 
montada em miógrafo de acordo com a técnica e protocolo inicial descrito 
anteriormente para artérias mesentéricas (Mulvany & Halpern, 1977). Inicialmente 
la viabilidade as artérias foi avaliada com KCl (120mM). Após lavadas e período 
de estabilização foram pré-contraídas com 5-HT (1µM) a presença do endotélio foi 
comprovada mediante sua capacidade de relaxar a bradicinina (BK 10-5M). Em 
seguida, após nova estabilização, foram realizadas curvas concentração-resposta 
a doses crescentes de serotonina (5-HT) (10nM a 30µM) em artérias de ratos 
Controle e HgCl2, na presença ou não do inibidor da NO-sintase – L-NAME (100 
µM) e SOD (150 U/ml) incubados por 30 minutos.  
3.7 Estudo da expressão de proteínas pelo método de Western Blot 
 
3.7.1 Expressão protéica da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico 
(eNOS) e isoformas CuZn (cobre-zinco), Mn (manganês) e EC (extracelular) 
da superóxido dismutase (SOD) 
A expressão da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) e das três 
isoformas da superóxido dusmutase, CuZn-SOD, Mn-SOD e EC-SOD foram 
determinadas através da técnica de Western Blot. Para isso, as artérias 
mesentéricas e cerebrais foram homogeneizadas em solução tampão composta 
de: Tris (10 mM, pH=7,4), Lauril sulfato de sódio (SDS, 1%) e Metavanadato de 
sódio (1 mM). Os homogeneizados foram centrifugados a 500g por 10 minutos e a 
concentração de proteína foi medida no sobrenadante pelo método de Bradford 
(1976). 
 
3.7.1.1 Eletroforese e transferência das amostras 
Alíquotas do homogeneizado, 20 µg de proteína para eNOS em mesentéricas e 
basilares, 5 µg para CuZn-SOD para mesentéricas e 20 µg para basilares , 5 µg 
para Mn-SOD e 50 µg para EC-SOD para ambas artérias, foram diluídas em 
solução de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 µM; Tris-HCl pH=8 
0,01 M e Azul de bromofenol 0,5 %), mantidas à temperatura de 99° C durante 5 
minutos e, em seguida, aplicada no gel com SDS a 3% (Lauril Sulfato Sódico-
poliacrilamida - SDS-PAGE). As amostras foram submetidas a uma eletroforese 
com 7,5 % SDS-PAGE em um sistema Mini-Protean II (BioRad) durante 2 horas, 
aplicando uma corrente constante de 80 V (Power Pac 200, BioRad). Em um 
mesmo gel foram aplicadas amostras de células endoteliais como controle 
positivo para a eNOS (Transduction Laboratories, KY) e homogeneizado de tecido 
cerebral para controle positivo da CuZn-SOD e Mn-SOD e homogeneizado de 
tecido pulmonar para EC-SOD. 
Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 
polivinil difluorida (PVDF, Transfer Membrane, Hybond P, Amersham Life 
Science), previamente ativada com metanol. Para a transferência, o gel, a 
membrana e papel Whatman foram colocados em um sistema de sanduíche e 
imersos em uma cuba (Mini-Protean II, Módulo de Transferência, BioRad) 
contendo a solução de transferência (Tris 25 mM; Glicina 190 mM; SDS 0,05 % e 
Metanol 20 %). O sistema foi submetido a uma corrente de 230 mA durante 18 
horas. 
3.7.1.2 Incubação com os anticorpos e detecção das subunidades 
As membranas foram incubadas durante 60 minutos, à temperatura ambiente, 
com uma solução bloqueante (leite desnatado 5 %, soroalbumina bovina 5 %, 
Tris- 25 mM, NaCl 137 mM e Tween 20 0,2 %) para evitar a união não específica 
com reativos não imunológicos. Em seguida estas mesmas membranas foram 
incubadas durante 90 min, sob agitação com solução bloqueante contendo o 
anticorpo primário monoclonal de camundongo para a eNOS (Transduction 
Laboratories, KY) com diluição de 1:1000; e policlonal de coelho para CuZn-SOD 
(0,1 µg/ml – StressGen); para Mn-SOD (0,05 µg/ml – StressGen); e para EC-SOD 
(10 µg/ml – StressGen). Após este procedimento, as membranas foram lavadas 
com solução de TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 0,1 %) por 30 
minutos, sob agitação. Posteriormente, foram incubadas por 90 minutos, à 
temperatura ambiente e sob agitação, com anticorpo secundário (Transduction 
Laboratories, UK), Imunoglobulina IgG Anti-camundongo unida a peroxidase de 
coelho para a eNOS em solução bloqueante (1:5000; Transduction Laboratories) 
e IgG Anti-coelho para as isoformas da SOD (1:2000; Transduction Laboratories). 
Este mesmo processo foi utilizado para determinar a expressão da α-actina 
(anticorpo monoclonal de rato anti-α-actina,  1:300000,  Sigma Chemical, CO, St. 
Louis, USA) que foi utilizado como fator de correção das expressões protéicas 
investigadas. A proteína correspondente a eNOS e as isoformas de SOD foram 
detectadas por uma reação de quimiluminescência, utilizando um sistema de 
detecção (ECL Plus, Amersham Life Science) incubando as membranas por 5 
minutos. As membranas foram colocadas em contato com um filme fotográfico 
(Hyperfilm, Amersham Life Science), e as bandas impregnadas posteriormente 
reveladas. As bandas das proteínas foram quantificadas mediante análise 
densitométrica. Para tal, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram 
gravados por um scanner conectado a um computador. Para análise das bandas, 
foi utilizado o programa FotoLook 2.05 e a quantificação da área e da densidade 
das bandas foi feita através de um programa de análise de imagens (NIH Image 
1.61). 
 
3.8 Expressão de RNAm por PCR em tempo real (RT-PCR) 
A quantificação de RNAm de COX-2 e NOX-1 foi realizada em artérias de 
resistência do leito vascular mesentérico extraídos de ratos controle e tratados por 
30 dias com HgCl2.  
As artérias foram homogeneizadas com trizol (Invitrogen Life Technologies, 
Philadelphia, PA, USA), um “buffer” específico de isolamento de RNAm. As 
amostras foram centrifugadas a 12000 g durante 10 min a 4°C e se recolheu o 
sobrenadante ao qual se adicionou clorofórmio. A mistura foi novamente 
centrifugada a 12000 g durante 15 min a 4ºC. Recolheu-se a fase aquosa e foi 
adicionado isopropanol para precipitar o RNAm. Depois de incubar a mistura em 
temperatura ambiente durante 20 minutos foi realizada nova centrifugação por 30 
min a 4°C. O precipitado desta centrifugação foi lavado com etanol 75% e mantido 
em água bidestilada-0,1% dietilpirocarbonato (água DEPC) que inativa 
ribonucleases. A quantificação do RNA total foi calculada medindo-se a 
absorvância a 260nm. Na seqüência, 1µg do RNA total tratado com DNAase I foi 
transcrito a cDNA utilizando-se um kit comercial (High  Capacity  cDNA  Archive  
Kit,  Applied  Biosystems,  Foster  City, CA, USA). O protocolo foi realizado 
segundo as instruções comerciais em 20 µL de volume de reação. Esta mistura foi 
processada em um termociclador durante 10 minutos a 25°C e duas horas a 
37°C. Os cDNA obtidos se mantiveram a -20°C. 10 ng de cDNA foram 
adicionados a mistura de reação de RT-PCR (Taqman  Universal  PCR  Master  
Mix,  Applied  Biosystems). Foram utilizados primers para amplificar o gen da 
COX-2 (Rn00568225_m1, Applied Biosystems), NOX-1 (Rn00586652_m1) e 
primers para amplificar o gene da β2 microglobulina (Rn00560865_m1, Applied 
Biosystems) como controle interno de cada amostra. A reação em cadeia da 
polimerase foi realizada em um sistema de detecção de seqüência ABI prism 
7700 (Applied Biosystems), nas seguintes condições: 50°C por 2 minutos, 95°C 
por 10 minutos, 95°C por 15 minutos durante 40 ciclos e 60°C por 1 minuto. As 
amostram foram feitas em duplicata. 
 
3.9 Detecção vascular in situ da produção de ânion superóxido (O2
.-) em 
microscopia confocal 
 A produção in situ de ânion superoxido (O2
.-) foi avaliada pela fluorescência 
por dihidroitídeo (DHE) como previamente descrito (Jiménez-Altayó et al., 2006). 
A hidroitidina na presença de O2
.- é oxidada em brometo de etidio que une-se ao 
DNA, emitindo fluorescência, indicando a presença de ânion superóxido. O 
brometo de etídio é excitado a 546 nm e possui um espectro de emissão de 610 
nm. Artérias mesentéricas de terceiro ramo foram tratadas com sacarose 30% e 
congeladas em meio de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek - 
OCT (Bayer) a -70°C. Estas artérias congeladas foram cortadas em um criostato 
(CM 1900) com espessura de 14µm e os anéis formados colocados em lâmina de 
vidro gelatinada. As lâminas contendo os anéis foram incubados por 30 minutos a 
37°C em soluçao Krebs-HEPES (em mM: NaCl 130, KCl 5.6, CaCl2 2, MgCl2 0.24, 
HEPES 8.3, glucose 11, pH 7.4) e após período de secagem, foram incubadas 
por 30 minutos em camara úmida, protegidos da luz, com DHE (2 µM) aplicado 
diretamente sobre os anéis. Os anéis foram visualizados através de um 
microscópio confocal Leica TCS SP2 (objetiva de 40x) adaptado a um 
microscópio invertido e uma fonte de laser (Argon e Helio-Neon). As condições de 
análise foram às mesmas no grupo controle e tratado com HgCl2. A fluorescência 
foi detectada por um filtro de 568 nm. A média das densidades das fluorescencias 
foi calculada a partir da quantificação da fluorescência emitida de quatro anéis de 
cada animal e situação experimental.  
 
3.10 Medida de produção plasmática de malondialdeído (MDA)  
Os níveis plasmáticos de malondialdeído foram mensurados por ensaio 
modificado de ácido tiobarbitúrico (Rodríguez-Martínez & Ruiz-Torres, 1992). Após 
centrifugação do sangue a 1500xg por 15 minutos a temperatura de 4º C, o plasma 
foi retirado e misturado com ácido tricloroacético a 20% em 0.6 M HCl (1:1, v/v), os 
tubos contendo o plasma foram mantidos em gelo por 20 minutos para precipitar 
seus componentes e evitar possíveis interferências. As amostras foram novamente 
centrifugadas por 15 minutos a 1500xg antes de adicionar o TBA (120 mM em Tris 
260 mM, pH 7) ao sobrenadante numa proporção de 1:5 (v/v). Após a mistura foi 
aquecida a 97º C por 30 minutos. Medida espectrofotométrica foi realizada a 535 nm 
e 20ºC. 
3.11 Medida do estado total antioxidante em plasma (TAS) 
O estado antioxidante total (Total Antioxidant Status - TAS) foi mensurado no 
plasma utilizando o Kit comercial - Calbiochem total antioxidant status assay kit 
(Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Germany). Para isto, a absorvância 
inicial (A0) de 5µL de plasma foi lida a 600 nm e, em seguida foi adicionado 50µL 
substrato. Após três minutos, foi realizada nova leitura (A). Concomitantemente, 
amostra padrão (fornecidas pelo Kit) e branco (água bi-destilada) foram lidas da 
mesma forma. Determinou-se o ∆A = A - A0 para as amostras, branco e padrão. 
Após estas leituras, o cálculo do estado total antioxidante foi realizado pela fórmula:  
Concentração Antioxidante (mM)=    [padrão] (∆ A branco - ∆ A amostra)  
                                                                   (∆ A branco - ∆ A padrão) 
 3.12 Expressão dos resultados e análise estatística 
Os resultados estão espressos como média ± erro padrão da média. Os valores 
de “n” representam o número de animais utilizados em cada protocolo 
experimental. 
A resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina foi normalizada em função da 
resposta máxima de contração induzida por 120 mM de KCl, que foi considerada 
como 100% da resposta contrátil do músculo. A partir deste valor, as respostas 
contráteis à fenilefrina foram normalizadas. Os resultados das respostas de 
relaxamento induzido pela acetilcolina estão expressos como porcentagem de 
relaxamento. Para cada curva concentração-resposta a acetilcolina e fenilefrina 
foram calculados os valores de pD2 (log EC50) e resposta máxima (Rmáx). Para 
isso, foi realizada uma análise de regressão não linear, obtida através da análise 
das curvas concentração-resposta a esses agonistas, utilizando o GraphPad 
Prism Software (San Diego, CA, U.S.A.). 
Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos ou da remoção 
do endotélio sobre a resposta contrátil à fenilefrina em artérias dos diferentes 
grupos estudados, alguns resultados estão expressos como diferença da área 
abaixo da curva (dAUC) de concentração-resposta à fenilefrina em situação 
controle (sem fármacos) e experimental (com inibidores ou em segmentos sem 
endotélio). A AUC foi calculada para cada curva concentração-resposta e a 
diferença está expressa como porcentagem da diferença da AUC (dAUC) da 
curva controle correspondente (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, 
E.U.A).  
A expressão protéica de eNOS, CuZn-SOD, Mn-SOD e EC-SOD foram 
expressas pela relação entre a densidade óptica de cada proteína em relação a α-
actina.  
A análise estatística dos resultados foi realizada por teste t, pareado e/ ou não 
pareado, e análise de variância (ANOVA), duas vias, medidas repetidas ou 
completamente randomizada. Quando a ANOVA apresentava significância 
estatística o teste post-hoc de Bonferroni era realizado (GraphPad Prism 
Software, San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram considerados 
estatisticamente significantes para valores de P < 0,05. 
 
3.13 Fármacos e reagentes a utilizados 
-2-Hidroxietilmercaptano (β-mercaptoetanol) (Sigma) 
-3`, 3”, 5`, 5”-Tetrabromofenolsulfoneftaleína, sal sódico (Azul de Bromofenol) 
(Sigma) 
-Acetilcolina, cloridrato (Sigma) 
-Ácido acético glacial (Probus) 
-Ácido aminoacético (Glicina) (Sigma) 
-Ácido Etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma) 
-Ácido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma) 
-Albumina bovina (Sigma) 
-Anticorpo de camundongo anti-eNOS (Anti-eNOS) (Transduction Laboratories) 
-Anti-imunoglobulina G de camundongo (Transduction Laboratories) 
-Azul brilhante de Coomassie G (BioRad) 
-Azul brilhante de Coomassie R (Sigma) 
-Bicarbonato de sódio (Pancreac) 
-Cloreto de cálcio (Pancreac) 
-Cloreto de Mercúrio (Sigma) 
-Cloreto de potássio (Pancreac) 
-Cloreto de sódio (Pancreac) 
-Controle positivo para eNOS (Células endoteliais) (Transduction Laboratories) 
-DL-Ditiotreitol (DTT) (Sigma) 
-Etanol absoluto (Probus) 
-Éter sulfúrico (Pancreac) 
-Fosfato de potássio (Pancreac) 




-Lauril sulfato sódico (SDS) (BioRad) 
-Leite desnatado (Asturiana) 
-l-Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma) 
-Metanol (Merck) 
-Meio de congelamento de tecidos para criostomia Tissue-Tek OCT (Bayer) 
-Meio de imersão Fluoroguard, Glycerol: antifade (Biorad) 
-N, N, N`, N`-Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma) 
-N, N`-Metilenbisacrilamida 40% Solução 37, 5:1 (Acrilamida) (BioRad) 
-N(W)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), dicloridrato (Sigma)  
-Paraformaldeído (Merck) 
-Persulfato Amônico (APS) (Sigma) 
-Picro Sirius F3B em solução saturada de ácido pícrico (Aldrich Chemical 
Company) 
-Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (BioRad) 
-Reagente para detecção de Western Blot (ECL plus) (Amersham Life Science, 
Pharmacia biotech) 
-Sacarose (Merck) 
-Sulfato de magnésio heptahidratado (Merck) 
-Tempol - 4-hidroxi-2,2,6,6-terametilpiperidina-1-oxil (Sigma)  
-Tetraetilamônio, cloridrato  
-Tiron  - ácido disulfônico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno (Sigma) 
-Tranilcipromina (TCP – Sigma) 
-Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (BioRad) 
-Uréia (Sigma) 
Todas as soluções concentradas (10-1 e 10-2 M) foram dissolvidas em água 
deionizada e mantidas no congelador a –20° C. Somente a indometacina foi 
























4.1 Dados gerais 
4.1.1 Concentração plasmática de mercúrio alcançada com o tratamento 
crônico com HgCl2  
 Inicialmente investigamos o modelo experimental de tratamento crônico, por 
30 dias, com injeções intramusculares de cloreto de mercúrio (HgCl2) foi capaz de 
atingir concentrações sanguíneas semelhantes às encontradas no sangue de 
indivíduos expostos a este metal. Por meio da análise espectofotométrica foi 
detectada concentração sanguínea final de 29,2 ± 2,2 nM (7,97 ± 0,59 ng/ml) de 
HgCl2 nos animais do grupo HgCl2, concentração esta, próxima à encontrada em 
indivíduos expostos cronicamente ao mercúrio. Foram verificadas as concentrações 
de HgCl2 com 7, 15 e 30 dias do tratamento conforme apresentado em informe de 
análise sanguínea (nº. M-JL-07-58 – Centro de Espectrometría atómica - UCM) 


























Figura 1: Evolução temporal dos valores (em ηM) de mercúrio no sangue de ratos expostos ao 
HgCl2 nos momentos: 7, 15 e 30 dias de tratamento. Os resultados estão expressos como média 





4.1.2 Valores de pressão arterial sistólica e massa corporal 
O tratamento com HgCl2 não foi capaz de modificar a pressão arterial 
sistólica durante e ao final do tratamento (semana 0, 1, 2, 3 e 4) em relação aos 
animais do grupo controle (Figura 2).  
 
Os valores de massa corporal inicial (Controle: 353 ± 7,7 g vs HgCl2: 343 ± 9 
g; teste t – P > 0,05) e ao final (Controle: 419 ± 8 g vs HgCl2: 395,6 ± 11,7 g; teste t – 
P > 0,05) das quatro semanas de tratamento não diferiram entre os grupos 
experimentais estudados.  

















Figura 2: Evolução temporal dos valores de pressão arterial sistólica (PAS) medidos através de 
pletismografia de cauda em ratos Controle (n = 9) e tratados com HgCl2 (n = 9) durante quatro 
semanas. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média.                 
ANOVA: P > 0,05. 
 
4.2 Estudo das propriedades estruturais de artérias mesentéricas de 
resistência de rato 
Para analisar os parâmetros morfológicos das artérias mesentéricas de 
resistência foram determinados vários parâmetros estruturais nas artérias de ratos 
Controle e HgCl2. Como pode ser observado na Figura 3 o aumento da pressão 
intraluminal produziu um aumento no diâmetro externo (dados não mostrados) e 
interno e na área de secção transversa (AST) assim como uma diminuição da 
espessura da parede e da relação parede: lúmem das artérias mesentéricas de 
ambos grupos experimentais. O tratamento com mercúrio induziu um ligeiro aumento 
no diâmetro interno, não modificou a AST nem o diâmetro externo (dados não 
mostrados) e reduziu a espessura da parede das artérias mesentéricas. 
Consequentemente, o tratamento com mercúrio produziu uma redução significativa 
da relação média: lúmem (Figura 3).  

































































        























    
 
 
Figura 3. Relação pressão-diâmetro luminal (A), área de secção transversa (B), espessura de 
parede (C) e relação média / lúmem (D) em artérias mesentéricas de resistência de ratos 
Controle (n = 7) e HgCl2 (n = 8) em condições passivas (0 Ca
2+). Em E foto representativa de 
artéria mesentérica Controle e HgCl2. Os resultados estão expressos como média ± erro padrão 
da média dos valores de diâmetro (µm) total e interno frente às alterações de pressão 























4.2.1 Propriedades mecânicas de artérias mesentéricas de resistência de rato 
avaliadas através de miógrafo de pressão 
A Figura 4 mostra as propriedades mecânicas das artérias mesentéricas de 
resistência de ratos Controle e HgCl2 em condições de máximo relaxamento            
(0 Ca2+). O tratamento com mercúrio não modificou as propriedades mecânicas das 
artérias de resistência posto que nem a distensibilidade nem a relação stress-strain 
(β – Controle: 4,47 ± 0,10 vs HgCl2: 4,43 ± 0,15) se modificaram com o tratamento 
(Figura 4 A e B). Estes resultados indicam que o tratamento com mercúrio induz 





     
















































Figura 4: Distensibilidade arterial-pressão intraluminal (A) e relação stress-strain (B) em artérias 
mesentéricas de resistência pressurizadas de ratos Controle (n = 7) e HgCl2 (n = 8). Os 














4.3 Experimentos com Artérias Mesentéricas de resistência 
 
4.3.1 Efeito do tratamento com mercúrio sobre a resposta vascular ao Cloreto 
de Potássio (KCl) 
Os valores de contração induzida por 120 mM de KCl foram de similar 
magnitude nos segmentos arteriais nos grupos Controle (2,73 ± 0,14 mN/mm; n=51) 
e HgCl2 (2,94  ±  0,17 mN/mm; n=33) (teste t – P > 0,05).  
 
4.3.2 Efeito do tratamento com HgCl2 sobre a resposta vasoconstritora à 
fenilefrina 
A administração de fenilefrina aumentou, de maneira concentração-
dependente o tônus basal dos anéis de artérias mesentéricas isoladas de animais 
Controle e tratados com HgCl2 (Figura 5). Entre estes grupos, não foi observada 
diferença quanto à resposta máxima à fenilefrina (Controle: 115,8 ± 3,5 vs HgCl2: 
124,3 ± 2,4; teste t – P > 0,05), porém, houve um aumento significativo da 
sensibilidade a este agonista alfa-1 adrenérgico no grupo tratado com HgCl2 
(Controle: 5,6 ± 0,08 vs HgCl2: 6,01 ± 0,1; teste t – P < 0,01).  


















Figura 5: Resposta contrátil induzida por fenilefrina, em artérias mesentéricas de resistência de 
ratos dos grupos Controle (n = 9) e HgCl2 (n = 8). Os resultados (média ± erro padrão da média) 
estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl.                 
ANOVA: P < 0,01. 
 
4.3.3 Modulação do endotélio sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina 
 A remoção mecânica do endotélio não alterou de forma significativa a 
resposta contrátil ao KCl nos grupos Controle e HgCl2. Os segmentos de artéria 
mesentérica sem endotélio, de animais dos dois grupos experimentais, 
apresentaram semelhante resposta contrátil ao KCl (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Valores de contração (mN/mm) induzida por 120 mM de KCl em artérias mesentéricas 
de resistência com (E+) e sem (E-) endotélio de ratos Controle e tratados com HgCl2. 




2,73 ± 0,14 (n=51) 
 




2,02 ± 0,21 (n=8) 
 
2,40 ± 0,59 (n=6) 
Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. teste t : P > 0,05. 
 
A remoção mecânica do endotélio induziu um significativo aumento da 
sensibilidade (E+: 5,6 ± 0,08 (n=9) vs E-: 5,9 ± 0,07 (n=6); teste t – P < 0,05) e da 
resposta máxima (E+: 115,8 ± 3,5 (n=9) vs E-: 137,6 ± 5,8 (n=6); teste t – P < 0,05) à 
fenilefrina em artérias de ratos Controle (Figura 6A). No entanto, a retirada do 
endotélio não promoveu alteração da resposta contrátil a fenilefrina nas artérias dos 
animais do grupo HgCl2 posto que nem a sensibilidade (pD2) (E+: 6,01 ± 0,10 (n=7) 
vs E-: 6,22 ± 0,09 (n=8) nem a resposta máxima (E+: 124,3 ± 2,4 (n=7) vs E-: 123,6 
± 3,87 (n=8)), foram afetados pelo tratamento com mercúrio (Figura 6). Estes 
resultados sugerem que a exposição crônica a baixas doses de HgCl2 reduz a 
modulação endotelial na resposta vascular a fenilefrina como evidenciado pelos 
valores de dAUC em ambos grupos de animais. 










































Figura 6: Efeito da remoção mecânica do endotélio sobre a resposta contrátil induzida por 
fenilefrina, em artérias mesentéricas de resistência de ratos Controle (A, E+ n = 9; E- n = 6) e 
HgCl2 (B, E+ n = 8; E- n = 8). Em C diferença percentual da área abaixo da curva de 
concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias mesentéricas com e sem endotélio dos 
grupos experimentais. Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. * P < 0,01 controle vs HgCl2.  
 
4.3.4 Influência do óxido nítrico sobre a resposta vasoconstritora induzida por 
fenilefrina 
Para analisar o papel do óxido nítrico na resposta vasoconstritora à fenilefrina 
em artérias mesentéricas de resistência, segmentos arteriais com endotélio intacto 
foram pré-incubados com um inibidor não-seletivo da sintase de óxido nítrico, o L-
NAME (100 µM). O L-NAME induziu aumento da sensibilidade sem alterar a 
resposta máxima à fenilefrina nas artérias mesentéricas isoladas de animais 
Controle (Figura 7A, Tabela 2). No grupo HgCl2 não houve alteração na 
sensibilidade e na resposta máxima (Figura 7B, Tabela 2). Como evidenciado pelos 
valores de dAUC (Figura 7C) o efeito da inibição da síntese de óxido nítrico com L-
















tratamento com mercúrio promoveu prejuízo da via do óxido nítrico (NO) sobre a 
resposta contrátil a fenilefrina. 



















         























Figura 7: Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (100 µM) sobre a resposta 
contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle (A, Controle, n = 9; L-
NAME, n = 12) e HgCl2 (B, Controle, n = 8; L-NAME, n = 10). Em C diferença percentual da área 
abaixo da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias mesentéricas dos 
grupos experimentais. Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P < 0,01 – Controle vs           
L-NAME: grupo Controle e teste t: P < 0,05 na dAUC.  
 
4.3.5 Influência das espécies reativas de oxigênio sobre el papel do NO em a 
resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina 
Como os resultados demonstrados até o momento indicam que o tratamento 
crônico com HgCl2 provocou prejuízo na participação do endotélio e do óxido nítrico 
na resposta contrátil a fenilefrina e, como dados da literatura evidenciam a 
participação das espécies reativas do oxigênio na disfunção endotelial (Wolf & 
Baynes, 2007), foi investigado se o prejuízo na via do NO promovida pela exposição 
crônica ao HgCl2 poderia estar associada a maior produção de radicais livres 
reduzindo a disponibilidade de NO. Para isso, segmentos de artérias mesentéricas 



















L-NAME (100 µM) mais SOD (150 U/ml). Como podemos observar a SOD não 
alterou a contração induzida pela fenilefrina no grupo Controle (Figura 8A). Ainda, a 
SOD não foi capaz de normalizar o aumento da contração induzida pela fenilefrina 
em artérias de ratos tratados com HgCl2 (Figura 8B). No entanto, no grupo tratado 
com HgCl2 a SOD foi capaz de restaurar o efeito do L-NAME sobre a resposta 
contrátil a fenilefrina. Assim, sugere-se que o tratamento com HgCl2 reduziu a 
biodisponibilidade do NO via aumento de radicais livres.  





















        
























Figura 8: Efeito da SOD (150 U/ml) e do L-NAME (100 µM) + SOD (100 µM) sobre a resposta 
contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos dos grupos Controle (A) 
(Controle, n = 9; SOD, n = 10; L-NAME+SOD, n = 6) e HgCl2 (B) (Controle, n = 8; SOD, n = 9; L-
NAME+SOD, n = 6). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA (duas vias): P < 0,05              
(L-NAME+ SOD vs Controle ou SOD). 
 
 
A partir da observação que a SOD restaurou o efeito do L-NAME, e embasado na 
literatura que associa a exposição ao mercúrio com maior produção de radicais livres 
(Miller & Woods, 1993; Huang et al., 1996; Mahboob et al., 2001; Reus et al., 2003; Kim 
& Sharma, 2004; Wolf & Baynes, 2007; Park & Park, 2007), investigamos a participação 
das espécies reativas do oxigênio, com outros agentes anti-oxidantes, na resposta 
vasoconstritora a fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência dos ratos dos grupos 
Controle e HgCl2. Para isso, foram desenvolvidos experimentos de reatividade vascular 
onde a curva concentração-resposta à fenilefrina era desenvolvida na presença do 
A B 
antioxidante - Tiron (1 mM), do análogo da SOD - Tempol (10 µM) ou do varredor de 
H2O2 - Catalase (1000 U/ml). Como se pode observar nos gráficos 9A, B e C a utilização 
destes fármacos antioxidantes não foram capazes de alterar a resposta máxima ou a 
sensibilidade à fenilefrina nos segmentos de artérias mesentéricas de resistência dos grupos 
Controle e HgCl2. Estes resultados sugerem que as espécies reativas do oxigênio, apesar de 
restaurar o efeito do L-NAME como mostrado anteriormente, não parecem estar 
envolvidas, de forma direta, na alteração da resposta contrátil à fenilefrina promovida pela 
exposição crônica ao HgCl2 nas artérias mesentéricas de resistência. 
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Figura 9: Efeito do Tiron (1 mM) (A), Tempol (10 µM) (B)  ou Catalase (1000 U/ml) (C) sobre a 
resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle ( (A), 
Controle n = 9; Tiron, n = 10; (B) Controle n = 9; Tempol, n = 6; (C) Controle n = 9; Catalase, n = 
5) e HgCl2 ( (A), Controle n = 8; Tiron, n = 4; (B) Controle n = 8; Tempol, n = 5; (C) Controle n = 
8; Catalase, n = 4). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P > 0,05. 
 
4.3.6 Influência dos prostanóides derivados do ácido araquidônico-
cicloxigenase sobre a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina 
Para investigar se a exposição crônica ao cloreto de mercúrio altera a 
participação dos prostanóides derivados da via do ácido araquidônico-
ciclooxigenase na resposta contrátil à fenilefrina em artérias mesentéricas de 
resistência, artérias dos grupos Controle e HgCl2 foram incubadas com o inibidor 
não-específico da COX, a indometacina (1 µM) e com um bloqueador da sintase da 
prostacilina, a tranilcipromina (TCP, 10 mM). Em ambos os grupos, tanto a 
indometacina quanto a TCP, não foi capaz de alterar de forma significativa a 
sensibilidade ou a resposta máxima à fenilefrina (Figura 10 A e B, Tabela 2). 
Estes resultados indicam que a exposição crônica ao mercúrio não alteram a 
participação da via do ácido araquidônico-ciclooxigenase na resposta contrátil a 























              



































              

















Figura 10: (A) Efeito do bloqueio da via ácido araquidônico-ciclooxigenase com indometacina 
(INDO, 1 µM) e (B) tranilcipromina (TCP, 10 mM) sobre a resposta contrátil induzida por 
fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle (A, Controle n = 9; INDO n = 7; B, TCP = 
6) e HgCl2 (A, Controle n = 8; INDO n = 9; B, TCP n = 6). Os resultados (média ± erro padrão da 
média) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: 
P > 0,05.  
 
Para corroborar que o tratamento com HgCl2 não altera a rota da 
cicloxigenase (COX), foi analizada a expressão gênica da COX-2. Como mostra a 
figura 11, a expressão do RNAm da COX-2 foi similar nas MRA dos ratos do grupo 




























Figura 11: Expressão do RNAm da COX-2 por RT-PCR quantitativa em artérias mesentéricas de 
ratos do grupo Controle (n=8) e HgCl2 (n=8). Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão da média.  
 
 
4.3.7 Influência do bloqueio dos canais de potássio dependentes de cálcio 
sobre a resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina 
Com o intuito de melhor investigar o efeito da exposição crônica ao HgCl2 
sobre as principais vias endoteliais que participam da resposta vascular à fenilefrina 
também avaliamos o papel modulatório do EDHF sobre a resposta contrátil mediada 
por fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência. Para isso, curvas 
concentração-resposta à fenilefrina foram realizadas na presença do tetraetilamônio, 
TEA (2 mM), um bloqueador dos canais para potássio ativados por cálcio. Como 
observado na Figura 12 e Tabela 2 nas artérias mesentéricas dos animais do grupo 
Controle, o TEA promoveu aumento da sensibilidade sem alterar a resposta máxima 
ao agente α1-adrenérgico. Entretanto, nas artérias mesentéricas do grupo HgCl2, o 
TEA não modificou a resposta vascular à fenilefrina.  
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Figura 12: Efeito do bloqueador dos canais de potássio ativados por cálcio, TEA (2 mM) sobre a 
resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência de ratos dos 
grupos Controle (Controle, n = 9; TEA, n = 15) e HgCl2 (Controle, n = 8; TEA, n = 11) . Os 
resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como porcentagem da contração 
induzida por 120 mM de KCl. ANOVA (duas vias): P < 0,05 (TEA vs Controle – grupo Controle). 
 
Uma vez que está descrito que o NO pode também ativar canais de K+ 
induzindo assim o relaxamento vascular, realizamos experimento para comprovar se 
a menor disponibilidade de NO devido ao aumentadas espécies reativas de oxigênio 
era a responsável da falta de participação dos canais K+ ativados por cálcio na 
resposta a fenilefrina pelo tratamento com HgCl2. Para tal, as artérias foram 
incubadas com TEA mais SOD. Como se mostra na figura 13, o tratamento com 
SOD não restaurou o efeito potencializador resposta a fenilefrina induzida pela TEA 
que se observa nas artérias dos ratos controle. Estes resultados sugerem que o 
tratamento com mercúrio prejudica a participação dos canais de potássio ativados 
por cálcio na resposta contrátil à fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência 
de maneira independente ao efeito do NO sobre estes canais.  
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Figura 13: Efeito da associação do bloqueador dos canais de potássio ativados por cálcio, TEA 
(2 mM) associado a SOD (150 U/ml) sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina em 
artérias mesentéricas de resistência de ratos dos grupos Controle (Controle, n = 9; TEA+SOD, n 
= 9) e HgCl2 (Controle, n = 8; TEA+SOD, n = 9) . Os resultados (média ± erro padrão da média) 
estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA (duas 
vias): P < 0,05 (TEA+SOD vs Controle – grupo Controle). 
 
 
4.3.8 Efeito do sistema renina angiotensina sobre a resposta contrátil a fenilefrina 
Com base em resultados previamente publicados pelo grupo (Wiggers et al. 
2008) foi evidenciado que o aumento da atividade da enzima conversora da 
angiotensina participa da hiperreatividade à fenilefrina induzida pelo HgCl2 no leito 
vascular caudal de ratos. Assim, no presente estudo foi investigado a participação do 
sistema renina-angiotensina na resposta contrátil a fenilefrina em artérias 
mesentéricas de ratos tratados cronicamente com HgCl2. Para tal, segmentos de 
artérias mesentéricas de animais dos grupos Controle e HgCl2 eram incubados com 
o inibidor da enzima conversora da angiotensina, o Captopril (0,1 mM) e com um 
antagonista dos receptores AT1, o Losartan (10 mM). Pode ser observado que o 
Captopril (Figura 14 A) ou o Losartan (Figura 14 B) não alteraram a resposta máxima 
ou a sensibilidade à fenilefrina em nenhum dos grupos experimentais, sugerindo que 
o tratamento com cloreto de mercúrio parece não alterar a participação do sistema 
renina-angiotensina na resposta vascular a fenilefrina em artérias mesentéricas de 
resistência.  















              































           


















Figura 14: (A) Efeito da inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) pela incubação 
com Captopril (0,1 mM) sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias 
mesentéricas de ratos Controle (Controle n = 9; Captopril n = 10) e HgCl2 (Controle n = 8; 
Captopril n = 8). (B) Efeito do bloqueio do receptor AT1 pela incubação com o antagonista 
Losartan (10 mM)  sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina em artérias mesentéricas de 
ratos Controle (Controle n = 9; Losartan n = 8) e HgCl2 (Controle n = 8; Losartan n = 6). Os 
resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como porcentagem da contração 
induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P > 0,05.   
A 
B 
 Tabela 2: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através de curvas concentração-resposta à fenilefrina em artérias 
mesentéricas de resistência de ratos Controle e HgCl2 na condição controle e após incubação com L-NAME (100 µM), SOD (150 U/ml), 
LNAME+SOD (100 µM+ 150 U/ml), Tiron (1 mM), Tempol (10µM), Catalase (1000 U/ml), Indometacina (INDO-10 nM), TCP (10 mM), TEA (2 mM), 
TEA+SOD, Captopril (0,1 mM), Losartan (10 mM). 
  Controle  HgCl2 
 n pD2 Rmáx  pD2 Rmáx 
       
Controle  9  5,61 ± 0,08 115,8 ± 3,5  6,01 ± 0,10 ∗ 124,3 ± 2,4 
LNAME  12 6,22 ± 0,13 # 121,8 ± 3,3  6,05 ± 0,07 127,6 ± 2,5 
SOD  10 5,77 ± 0,05 111,8 ± 4,2  6,15 ± 0,09 116,4 ± 2,2 
L-NAME+SOD  6 6,14 ± 0,21 # 124,9 ± 7,0  6,42 ± 0,10 # 132,8 ± 2,2 
Tiron  10 5,72 ± 0,06 132,7 ± 5,2  5,87 ± 0,04 138,2 ± 6,5 
Tempol  6 5,77 ± 0,09 129,2 ± 4,8  5,77 ± 0,09 149,4 ± 7,6 
Catalase  5 5,67 ± 0,07 135,0 ± 3,6  5,78 ± 0,09 138,7 ± 8,1 
INDO  7 5,75 ± 0,16 111,7 ± 7,3  5,85 ± 0,06 121,5 ± 5,2 
TCP 6 5,50 ± 0,13  128,7 ± 8,4  5,7 ± 0,1 145,5 ± 10,1 
TEA  15 6,06 ± 0,07# 116,1 ± 3,4  5,99 ± 0,17 123,6 ± 3,5 
TEA+SOD 9 6,03 ± 0,63# 111,3 ± 2,4  6,18 ± 0,14 119,6 ± 3,7 
Captopril  10 5,63 ± 0,13 136,4 ± 3,9  5,88 ± 0,10 141,2 ± 10,1 
Losartan  7 5,32 ± 0,36 133,9 ± 4,8  5,94 ± 0,07 140,5 ± 4,6 
Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. teste t: ∗ P < 0,05 Controle vs HgCl2;  #  P < 0.05 vs curva controle. 
4.3.9 Efeito dos derivados vasoativos liberados pelo tecido perivascular sobre a resposta 
contrátil a fenilefrina 
Posto que o mercúrio tem grande afinidade pelos depósitos de gordura e pode 
alterar a função dos adipócitos (Ferens, 1974; Levine et al., 2000; Barnes et al., 2003) e a 
gordura perivascular libera fatores que controlam o tônus vascular (Fernandez-Alfonso, 
2004), nos propusemos avaliar se o tratamento com HgCl2 afeta a participação dos 
derivados vasoativos liberados pela gordura perivascular sobre a contração a fenilefrina em 
artérias mesentéricas de resistência. Como podemos observar na figura 15, a presença de 
gordura perivascular produziu uma diminuição da sensibilidade à resposta vasoconstritora 
a fenilefrina nas artérias de ratos do grupo controle (5,61 ± 0,08 vs 5,09 ± 0,13) e HgCl2 
(6,01 ± 0,10 vs 5,59 ± 0,13) sem alterar a resposta máxima (grupo controle: 115,8 ± 3,5 vs 
118,6 ± 12,0 e grupo HgCl2: 124,3 ± 2,4 vs 124,24 ± 4,9). No entanto, o efeito da presença 
de gordura perivascular sobre a resposta a fenilefrina foi similar nas artérias de ambos os 
grupos. Estes dados sugerem que a gordura perivascular libera fatores dilatadores e que o 
tratamento com mercúrio não altera estes fatores.  
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Figura 15: Efeito da gordura perivascular (GPV) sobre a resposta contrátil induzida por 
fenilefrina em artérias mesentéricas de ratos Controle (Controle n = 9; GPV n = 5) e HgCl2 
(Controle n = 8; GPV n = 8). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos 
como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P > 0,05.   
 
 
4.3.10 Efeito do tratamento com HgCl2 sobre a resposta de relaxamento dependente e 
independente do endotélio 
 Para avaliar o efeito da exposição crônica ao HgCl2 sobre o relaxamento dependente e 
independente do endotélio foram realizadas curvas concentração-resposta à acetilcolina 
(1nM - 30 µM) e DEA-NO (10 nΜ – 0,1 mM), respectivamente.  
A acetilcolina promoveu relaxamento concentração-dependente nas artérias dos 
animais de ambos os grupos experimentais, no entanto, houve prejuízo deste relaxamento 
nos segmentos arteriais de animais do grupo HgCl2, com redução da sensibilidade e da 
resposta máxima à acetilcolina (Figura 16A, Tabela 3). Na curva concentração-resposta ao 
DEA-NO não foram observadas diferenças significativas na sensibilidade ou na resposta 
máxima entre os grupos experimentais estudados (Figura 16B, Tabela 3). Assim, pode-se 
sugerir que o tratamento com HgCl2 promoveu disfunção endotelial e não alterou o 
relaxamento independente do endotélio. 
 
 







































Figura 16: (A) Curva concentração-resposta à acetilcolina (Controle, n = 6 vs HgCl2, n = 6) e (B) 
curva concentração-resposta ao DEA-NO (Controle, n = 7 vs HgCl2, n = 8) em artérias 
mesentéricas de resistência dos grupos Controle e HgCl2. Os resultados estão expressos como 





4.3.11 Efeito das espécies reativas de oxigênio sobre a resposta do 
relaxamento dependente do endotélio 
 Como os resultados demonstraram que o tratamento com HgCl2 promove 
disfunção endotelial nas artérias mesentéricas de resistência e as espécies reativas 
de oxigênio participam do aumento da resposta contrátil a fenilefrina, investigamos 
se o prejuízo do relaxamento a acetilcolina poderia estar relacionado ao aumento da 
produção de espécies reativas do oxigênio. Para tal, o relaxamento à acetilcolina foi 
avaliado na presença de um inibidor da NADPH oxidase, a Apocinina (0,3 mM), com 
a enzima detoxificadora de O2
.- a SOD (150 U/ml) ou com a enzima detoxificadora de 
H2O2 a Catalase (1000 U/ml). 
 Em artérias do grupo Controle, nem a resposta máxima nem a sensibilidade à 
acetilcolina foram alteradas na presença de Apocinina, SOD ou Catalase (Figuras 
17A, B e C, Tabela 3). No entanto, a presença destes fármacos provocou aumento 
da sensibilidade e da resposta máxima a acetilcolina nas artérias mesentéricas dos 
animais do grupo HgCl2 (Figuras 17A, B e C, Tabela 3). 
 Estes resultados indicam que a disfunção endotelial observada nos animais 
expostos cronicamente ao HgCl2 parece ser provocada pelas espécies reativas 
derivadas do oxigênio. 













































































      

















       




















Figura 17: Efeito da SOD (150 U/ml) (A), Apocinina (0,3 mM) (B) e Catalase (1000 U/ml) (C) 
sobre o relaxamento induzido por acetilcolina em artérias mesentéricas de ratos Controle ( (A), 
Controle n = 6; SOD, n = 6; (B) Controle n = 6; Apocinina, n = 4; (C) Controle n = 6; Catalase, n = 
7) e HgCl2 ( (A), Controle n = 6; SOD, n = 6; (B) Controle n = 6; Apocinina, n = 6; (C) Controle n = 
6; Catalase, n = 6). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 




 Tabela 3: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através de curvas concentração-resposta à DEA-NO e acetilcolina em 
artérias mesentéricas de resistência de ratos Controle e HgCl2 na condição controle e após incubação com Apocinina (0,3 mM), SOD (150U/ml) e 
Catalase (1000 U/ml). 
 
  Controle   HgCl2 
 n pD2 Rmáx  n pD2 Rmáx 
        
DEA-NO 6 6,49 ± 0,11 98,3 ± 2,0  8 6,81 ± 0,28 93,3 ± 1,6  
        
Acetilcolina        
Controle 6 7,43 ± 0,12 88,6 ± 5,3  6 6,96 ± 0,13 * 59,5 ± 5,4 * 
Apocinina 4  8,62 ± 1,14 77,1 ± 5,0  6 7,55 ± 0,09 # 85,4 ± 4,0 # 
SOD 6 7,54 ± 0,18 75,2 ± 5,6  6 7,69 ± 0,30 # 74,9 ± 5,8 # 
Catalase 7 8,77 ± 1,43 82,3 ± 6,1  6 7,37 ± 0,08 # 80,5 ± 6,9 # 
        
Os valores estão expressos em média ± erro padrão da média. Teste t: ∗ P < 0,05 Controle vs HgCl2;  #  P < 0,05 vs curva Controle (grupo HgCl2). 
 
 
4.3.12 Expressão protéica da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) e 
isoformas CuZn (cobre-zinco), Mn (manganês) e EC (extracelular) da superóxido 
dismutase (SOD) e expressão gênica da NOX-1 
Foram detectadas, por meio de Western Blot, em artérias mesentéricas de 
resistência, a presença da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) nos 
animais dos grupos Controle e HgCl2. Como pode ser observado na Figura 18 o tratamento 
com HgCl2 provocou aumento da expressão desta isoforma da sintase de óxido nítrico. 
 Ainda investigamos se o tratamento com HgCl2 alterava a expressão protéica das três 
isoformas da SOD. Como observado na Figura 19 não houve alteração na expressão 
protéica das isoformas, CuZn, Mn ou EC da SOD nas artérias mesentéricas de animais dos 






















Figura 18: Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica da isoforma 
endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) em artérias mesentéricas de resistência de ratos 
Controle (n = 8) e HgCl2 (n = 8). As fotos acima mostram as bandas representativas da 
expressão da eNOS e da α-actina em artérias mesentéricas de ratos de ambos grupos. O 
controle positivo utilizado foram células endoteliais humanas (não demonstrado). Os resultados 
(média ± erro padrão da média) estão expressos como expressão da eNOS em relação a          
α-actina. * P < 0,05 – Controle vs HgCl2. 
   eNOS 
α-actina 
~135 kDa 
































































Figura 19: A. Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica das três isoformas 
da superóxido dismutase (SOD) de artérias mesentéricas de resistência de ratos Controle (n = 8) 
e HgCl2 (n = 8). (A) CuZn-SOD, (B) Mn-SOD,  e (C) EC-SOD. As fotos acima mostram as bandas 
representativas da expressão de CuZn-SOD, Mn-SOD e EC-SOD e da α-actina em artérias 
mesentéricas de ratos de ambos grupos. O controle positivo utilizado foram para CuZn-SOD e 
Mn-SOD de extrato de tecido cerebral de rato e para EC-SOD extrato de tecido pulmonar de rato 
C 
B    CuZn-SOD 
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(não demonstrado). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão mostrados como 
expressão das isoformas de SOD em relação à α-actina. 
 
Para corroborar com os dados indicativos que o tratamento com HgCl2 causa 
dano endotelial com redução da biodisponibilidade de NO pelo aumento de espécies 
reativas de oxigênio, foi analisada a expressão gênica da NOX-1, a principal 
subunidade da NADPHoxidase precursora da formação do O2
•- (Soccio et al., 2005). 
Como mostra a figura 20, houve uma tendência ao aumento da expressão do RNAm 



























Figura 20: Expressão do RNAm da NOX-1 por RT-PCR quantitativa em artérias mesentéricas de 
ratos do grupo Controle (n=7) e HgCl2 (n=7). Os resultados estão expressos como média ± erro 
padrão da média.  
 
4.3.13 Detecção vascular “in situ” da produção de ânion superóxido (O2
.-) 
 Resultados anteriores deste estudo indicam que o tratamento com HgCl2 promove 
disfunção endotelial que parece ser provocada por espécies reativas do oxigênio. Assim 
sendo, avaliamos se o tratamento com HgCl2 promove alteração na produção basal de 
ânion superóxido. Para isso, anéis de artérias mesentéricas de resistência de ratos dos 
grupos Controle e HgCl2 foram incubados com dihidroetídio e, como pode ser observado 
na Figura 21 o tratamento com HgCl2 aumentou a fluorescência produzida por 




































Figura 21: Painéis com microfotografias representativas da fluorescência emitida por 
dihidroetídeo (DHE) em cortes transversais de anéis de artérias mesentéricas de resistência de 
ratos Controle (painel à esquerda) e HgCl2 (painel à direita). Tamanho da imagen 375 x 375 µm. 
O gráfico representa a Intensidade de Fluorescência em unidade arbitrária (UA) emitida por DHE 
nos dois grupos experimentais (Controle=7; HgCl2=10). Os resultados (média ± erro padrão da 
média). teste t: * P < 0,05 – Controle vs HgCl2. 
 
Controle HgCl2 
4.3.14 Medida da produção de malondialdeído (MDA) e do estado total antioxidante 
plasmático (TAS) 
 
 Com o intuito de verificar se o estado oxidante e antioxidante plasmático são 
alterados pelo tratamento com HgCl2 foram realizadas medidas da produção do 
malondialdeído e do estado total antioxidante plasmático.  
Como se observa na Figura 22A os níveis plasmáticos de malondialdeído 
estão aumentados nos animais do grupo HgCl2. Por outro lado, o estado 
antioxidante plasmático, representado na figura 22B, também se encontra 
aumentado nos animais do grupo HgCl2. Estes resultados indicam que o tratamento 

































Figura 22: Gráfico representativo da concentração de Malondialdeído Plasmático (Controle, n = 
9; HgCl2, n = 13) (A) e do Estado Total Antioxidante Plasmático (Controle, n = 11; HgCl2, n = 11) 
(B) em ratos dos grupos Controle e HgCl2. teste t: * P < 0,05. 
 
 
4.4 Experimentos com Artérias Basilares 
Como o mercúrio possui grande afinidade pelo tecido cerebral, averiguamos 
se o tratamento por 30 dias com HgCl2 afetava a função de artérias cerebrais. 
 
4.4.1 Efeito do tratamento com mercúrio sobre o diâmetro das artérias 
basilares e resposta vascular ao Cloreto de Potássio (KCl) 
B A 
 O diâmetro luminar efetivo das artérias basilares não diferiu entre os grupos 
experimentais (Controle: 228,3 ± 6,7 µm vs HgCl2: 228,5 ± 7,3 µm; teste t – P > 
0,05). Os valores de contração máxima induzida por 120 mM de KCl foram de similar 
magnitude nos segmentos arteriais nos grupos Controle (1,98 ± 0,14 mN/mm; n=14) 
e HgCl2 (1,95  ±  0,08 mN/mm; n=11) (teste t – P > 0,05).  
 
4.4.2 Efeito do tratamento com HgCl2 sobre a resposta vasoconstritora à 
serotonina (5-HT) 
A administração de 5-HT aumentou, de maneira concentração-dependente o 
tônus basal dos anéis de artérias basilares isoladas de animais Controle e tratados 
com HgCl2 (Figura 23). Entre estes grupos, não houve diferença na resposta máxima 
(Controle: 87,0 ± 7,0 vs HgCl2: 106,9 ± 7,0; teste t – P > 0,05), no entanto a 
sensibilidade a 5-HT aumentou no grupo tratado com HgCl2 (Controle: 6,5 ± 0,12 vs 
HgCl2: 7,18 ± 0,2; teste t – P < 0,01).  



















Figura 23: Resposta contrátil induzida por 5-HT, em artérias basilares de ratos dos grupos 
Controle (n = 12) e HgCl2 (n = 5). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos 
como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl.  ANOVA: P < 0,05. 
 
4.4.3 Influência do óxido nítrico sobre a resposta vasoconstritora induzida por 
5-HT 
Para analisar o papel do óxido nítrico na resposta vasoconstritora à fenilefrina 
em basilares, segmentos arteriais com endotélio intacto foram pré-incubados com 
um inibidor não-seletivo da sintase de óxido nítrico, o L-NAME (100 µM). No grupo 
controle o L-NAME induziu aumento da sensibilidade (Controle: 6,5 ± 0,12 vs 
LNAME: 7,1 ± 0,1; teste t – P < 0,05) sem alterar a resposta máxima à fenilefrina nas 
artérias isoladas dos animais (Controle: 87,0 ± 5,6 vs LNAME: 101,3 ± 6,2; teste t – 
P > 0,05) (Figura 24A). No grupo HgCl2 não houve alteração na sensibilidade 
(Controle: -7,2 ± 0,2 vs LNAME: -7,7 ± 0,6; teste t – P > 0,05) e na resposta máxima 
(Controle: 106,9 ± 7,0 vs LNAME: 93,4 ± 9,5; teste t – P > 0,05) (Figura 24B). Como 
evidenciado pelos valores de dAUC (Figura 24C) o efeito da inibição da síntese de 
óxido nítrico com L-NAME foi menor no grupo HgCl2 comparado ao Controle, 
sugerindo que o tratamento com mercúrio promoveu prejuízo da via do óxido nítrico 
(NO) sobre a resposta contrátil a 5-HT. 


















                              

















Figura 24: Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (100 µM) sobre a 
resposta contrátil induzida por 5-HT em artérias basilares de ratos Controle (A, Controle, n = 12; 
L-NAME, n = 9) e HgCl2 (B, Controle, n = 5; L-NAME, n = 7). Em C diferença percentual da área 
abaixo da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em artérias basilares dos grupos 
experimentais. Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P < 0,05 – Controle vs           
L-NAME: grupo Controle e teste t: P < 0,01 na dAUC.  
 
 
4.4.4 Influência das espécies reativas de oxigênio sobre a resposta 
vasoconstritora induzida por 5-HT 
Como podemos observar a SOD não alterou a resposta máxima (Controle: 


















0,1 vs SOD: 6,6 ± 0,11; teste t – P > 0,05) a contração induzida pela 5-HT no grupo 
Controle (Figura 25A). No grupo HgCl2 não houve alteração na resposta máxima 
(Rmáx: Controle: 106,9 ± 7,0 vs SOD: 93,6 ± 6,0; teste t – P > 0,05) porém a SOD  
reduziu significativamente a sensibilidade (pD2: Controle: 7,2 ± 0,2 vs SOD: 6,6 ± 0,2 
– P < 0,05) (Figura 25B). Assim, estes resultados indicam que as espécies reativas 
de oxigênio são responsáveis pela maior contração induzida por 5-HT em artérias 
basilares pelo tratamento com HgCl2.  
 
 















          



















Figura 25: Efeito da SOD (150 U/ml) sobre a contração induzida por 5-HT em artérias basilares 
de ratos Controle (A) (Controle n = 12; SOD, n = 15); e HgCl2 (B), (Controle n = 5; SOD, n = 5).  
Em C dados comparativos das curvas Controle do grupo Controle com a do grupo HgCl2 sem e 
com a presença de SOD. Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. ANOVA: P < 0,01. 
 
 
4.4.5 Expressão protéica da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS) e 
isoformas CuZn (cobre-zinco), Mn (manganês) e EC (extracelular) da superóxido 
dismutase (SOD) em artérias basilares 
Assim como realizado com as MRA foram detectadas, por meio de Western Blot, 
em artérias basilares, a presença da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico (eNOS), 
e das três isoformas da SOD nos animais dos grupos Controle e HgCl2. Como pode ser 
A B 
observado na Figura 26 o tratamento com HgCl2 não alterou a expressão protéica das 














































































Figura 26: Análise densitométrica de Western blot para expressão protéica da eNOS (A) 
(Controle, n=8 e HgCl2, n=7) e das isoforma superóxido dismutase CuZn-SOD (B) (Controle, n=8 
e HgCl2, n=8), da MnSOD (C) (Controle, n=8 e HgCl2, n=8) e da EC-SOD (D) (Controle, n=16 e 
HgCl2, n=16) de artérias basilares de ratos Controle e HgCl2 . O controle positivo utilizado foram 
para CuZn-SOD e Mn-SOD de extrato de tecido cerebral de rato e para EC-SOD extrato de 
tecido pulmonar de rato (não demonstrado). Os resultados (média ± erro padrão da média) estão 
























































Neste estudo foi desenvolvido um modelo experimental animal de exposição 
crônica a baixas doses de HgCl2 que ao final de 30 dias os animais apresentavam 
concentrações sanguíneas semelhantes às encontradas em humanos expostos. De 
forma inédita, os resultados obtidos neste estudo indicam que a exposição crônica a 
baixas doses deste metal induz a disfunção endotelial em artérias de resistência 
possivelmente pelo aumento do estresse oxidativo e redução da biodisponibilidade 
de NO pelo aumento da produção de O2
•- derivada da NADPH oxidase. Ainda, a 
exposição ao mercúrio induz alterações estruturais nas artérias de resistência. 
Dentre os principais resultados deste estudo destaca-se que a exposição crônica ao 
mercúrio provocou: 1) aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina ou 
serotonina e redução modulação endotelial do NO a esta resposta; 2) redução da 
resposta vasodilatadora dependente do endotélio induzida por ACh; 3) aumento da 
produção de ânion superóxido, malondialdeído plasmático e estado total 
antioxidante; 4) restauração da modulação endotelial do NO na resposta contrátil a 
fenilefrina e na vasodilatação induzida pela ACh na presença da SOD (scavenger do 
ânion superóxido) e da apocinina (inibidor da NADPH oxidase); 5) alteração 
estrutural das MRA com aumento do diâmetro das artérias e redução da espessura 
de suas paredes.   
A EPA (US Enviromental Protection Agency’s, 1997) recomenda valor de 
referência de mercúrio no sangue onde à exposição é considerada sem efeito 
adverso de 5,8 ng/ml (National Academy of Science, 2000, Golpon et al., 2003, Rice, 
2004, Stern, 2005) e estima que cada amálgama dental libere de 3 a 17 µg de vapor 
de mercúrio por dia. Em indivíduos com restauração de amálgama a concentração 
de mercúrio inorgânico no sangue é de cerca de 4,3 ng/ml (~16 nM) (Vamnes et al., 
2000). Indivíduos com mais de seis restaurações de amálgama tem em média 2,3 µg 
Hg/g de tecido (Bjorkman et al., 1997) e podem chegar, em alguns casos, a 380 µg 
Hg/g (Frèden et al., 1974). A concentração no sangue, relatada em populações não 
expostas, é de aproximadamente 3 ng/ml (~11 nM) (WHO, 1990) e em estudo com 
trabalhadores expostos ao mercúrio foi encontrada concentração sanguínea de 
mercúrio 10,8  1,3 ng/ml e de 1,6  0,2 ng/ml em indivíduos controles (Gupta et al., 
1996). Os valores séricos em residentes da província de Guizhou na China, uma 
típica área contaminada foi de 7,5 ± 3,2 ng/ml enquanto em indivíduos não expostos 
foi de 0,91 ± 0,3 ng/ml (Chen et al., 2005). Crianças espanholas, consumidoras de 
dieta rica em peixe, possuem concentração de mercúrio no cabelo três vezes maior 
quando comparados a crianças que não consomem peixe (1,4 ng/g vs 0,49 ng/g), 
concentração esta superior a recomendada pela EPA (1 ng/g) (Díez et al., 2008). 
População adulta ribeirinha do rio Amazonas e de seus afluentes, consumidores 
freqüentes peixe, possuem concentração no cabelo em média de 3,7 µg/g e 
apresentam alterações cognitivas correlacionadas com esta exposição (Yokoo et al., 
2003). No presente estudo, foram injetadas baixas doses de HgCl2 por 30 dias e o 
conteúdo encontrado foi em torno de 8 ng/ml (~29nM), o que se aproxima de 
concentrações encontradas em humanos expostos em larga escala. Isto serve para 
determinar a importância deste novo modelo experimental de exposição crônica ao 
mercúrio que mimetiza as condições mais comuns de intoxicação humana. 
Tem sido descrito que o mercúrio pode produzir alterações no peso corporal. 
Estas alterações parecem ser dependentes da dose de mercúrio administrada e do 
tempo de administração. Assim, estudos anteriores demonstram que ratos jovens 
tratados com doses altas de metilmercúrio (MeHg) (5 mg/Kg/dia – via oral) por 30 
dias mostraram redução no peso corporal sendo este um sinal sensível de 
intoxicação por mercúrio (Briggs & Oehme, 1980; Sakamoto et al., 2004). Resultados 
similares foram observados em ratos tratados com 5 mg/kg/dia de MeHg por 
gavagem durante 35 dias (de Freitas et al., 2008). No presente estudo, não houve 
alteração no peso corporal dos ratos tratados corroborando dados de Eide & 
Wesenberg (1992), que utilizando 10 a 100 gHg/m3 (4 a 11 semanas) não 
observaram efeito negativo no estado geral e no peso dos ratos tratados. Ainda, 
investigação em longo prazo, dois anos de tratamento com HgCl2 por gavagem com 
altas doses (20 mg/Kg - MeHg), verificou perda de 15% do peso corporal, porém em 
doses menores (1, 5 e 10 mg/Kg - MeHg) não houve alteração no peso corpóreo 
(National Toxicology Program, 1993). Cabe ressaltar que só foi notada perda de 
peso quando realizado tratamento com altas doses de mercúrio diferente deste 
estudo, em que o rato foi exposto a baixas doses, o que pode ser a razão da não 
observação da redução ponderal. 
Há décadas a toxidade do mercúrio em altas doses é conhecida no sistema 
nervoso central e renal. No entanto, poucos dados, referem-se ao efeito da 
exposição de baixas doses na função e estrutura vascular, bem como, sobre o 
comportamento da pressão arterial. O mercúrio tem sido sugerido como um fator de 
risco de doença cardiovascular em humanos (Houston, 2007; Virtanen et al., 2007). 
Demonstrou-se relação entre conteúdo de mercúrio nas unhas e maior incidência e 
risco de infarto agudo do miocárdio (Guallar et al., 2002). Ainda tem sido descrito 
associação entre toxidade do mercúrio e o desenvolvimento de hipertensão arterial 
em humanos. Torres et al. (2000) descreveram que duas crianças com sintomas de 
hipertensão arterial apresentavam níveis de mercúrio no sangue de 24 e 42 ng/ml, 
também foi observado em trabalhadores de minas de mercúrio significante aumento 
da pressão arterial sistólica (PAS), sendo este aumento correlacionado com 
peroxidação lipídica e estresse oxidativo (Boffetta et al., 2001; Kobal et al., 2004, 
García-Gomez et al., 2007). Aumento da PAS também ocorre em ratos tratados 
cronicamente com altas doses de mercúrio (0.5 mg/kg/dia ou 200 µg/ml na água de 
beber por 180 dias) (Wakita, 1987, Carmignani et al., 1992). E ainda, baixas 
concentrações (680 ng/Kg) de HgCl2 administradas agudamente aumentam a PAS, 
PAD e freqüência cardíaca de ratos sendo este mecanismo aparentemente 
dependente da geração de espécies reativas de oxigênio (Machado et al., 2007). No 
entanto, no presente estudo não foi observado alteração na pressão arterial sistólica 
resultado este que pode ser devido às baixas concentrações e também ao tempo de 
exposição utilizado.  
 
5.1 Efeitos do tratamento com HgCl2 na estrutura dos vasos de resistência 
Artérias com diâmetro < 500µm, chamadas de artérias de resistência, tem 
um papel fundamental na resistência vascular total e, portanto na manutenção da 
homeostase pressórica (Mulvany & Aalkjaer, 1990). A resistência vascular periférica 
é inversamente proporcional ao raio do vaso à quarta potência e, portanto, 
diminuições no tamanho destas artérias, podem produzir importantes aumentos na 
resistência periférica e, por conseguinte da pressão arterial (Mulvany & Aalkjaer, 
1990). Sabe-se que as alterações cardiovasculares, como hipertensão, cursam com 
mudanças estruturais nos vasos de resistência, um processo conhecido como 
remodelamento vascular (Schiffrin et al., 1992; Mulvany, 2002; Schiffrin & Touyz, 
2004; Mulvany, 2008), geralmente associado a diminuições do diâmetro vascular. O 
remodelamento vascular é um processo complexo que pode envolver um aumento 
(hipertrofia), diminuição (hipotrofia) ou rearranjo (eutrofia) do material da parede 
vascular (Mulvany et al. 1996; Mulvany, 2002). Na literatura não existia até então 
nenhuma evidência experimental de que o tratamento crônico com HgCl2 pudesse 
estar associado a alterações estruturais ou mecânicas de vasos de resistência. Por 
isso, neste estudo foram avaliadas as propriedades estruturais e mecânicas de 
artérias mesentéricas de terceira ordem de ratos Controle e tratados com HgCl2, em 
sistema para artérias pressurizadas, o qual representa um dos métodos atuais mais 
apropriados para esse tipo de estudo por sua aproximação com as condições in vivo 
(Schiffrin & Hayoz, 1997). O tratamento com mercúrio produziu uma redução da 
espessura da parede e na relação média: lúmem dos vasos assim como um 
aumento do diâmetro interno, que poderia ser conseqüência da diminuição da 
espessura da parede vascular. Estes parâmetros correspondem à definição de 
remodelamento hipotrófico para fora. O tipo de remodelamento em hipertensão 
depende do modelo de experimental estudado (Mulvany, 2008). Assim por exemplo, 
as artérias de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam 
remodelamento eutrófico (Briones et al., 2003), enquanto que a hipertensão induzida 
pela administração de Angiotensina II pode produzir remodelamento eutrófico (Virdis 
et al., 2004; Zhou et al., 2005) ou hipertrófico (Boonen et al., 1993; Neves et al., 
2003; de Ciuceis et al., 2005). 
Os mecanismos responsáveis pela diminuição da espessura da parede 
arterial e da área de secção transversa não foram estudados em profundidade neste 
estudo. Uma possibilidade que poderia explicar tais alterações seria uma diminuição 
das proteínas da matriz extracelular que se encontram nos espaços entre as células. 
Neste sentido se sabe que alterações nas proteínas da matriz extracelular podem 
influenciar as propriedades mecânicas que podem afetar o diâmetro luminal e 
consequentemente a resistência periférica e o fluxo sanguíneo (Intengan & Schiffrin, 
2001). O tratamento com mercúrio não produziu mudanças nas propriedades 
mecânicas da parede uma vez que a relação “stress-strain” e seus respectivos 
derivados (parâmetro ) foram similares nas artérias de ratos controles e tratados 
com mercúrio. Estes resultados aparentemente sugerem que não existem mudanças 
nas proteínas da matriz extracelular e que, portanto, este não seria o mecanismo 
responsável da diminuição da espessura da parede vascular promovida pelo 
tratamento com mercúrio. Ainda, poderia ser que o tratamento com mercúrio 
afetasse de maneira diferente a principal proteína responsável pelo aumento da 
rigidez vascular, o colágeno e a principal proteína responsável pela elasticidade 
vascular a elastina, de maneira que o efeito destas mudanças fosse um resultado da 
manutenção das propriedades mecânicas. Estudos adicionais são necessários para 
comprovar esta hipótese.  
Outra possibilidade que pode explicar estes resultados reside na capacidade 
do mercúrio de promover peroxidação lipídica, necrose e apoptose celular mediado 
pelo aumento de ROS (Valko et al., 2006). Estudo desenvolvido em células epiteliais 
de brônquio de humanos evidenciou que concentrações de mercúrio equivalentes a 
8 ppm, promoveram aumento de ROS, citotoxidade com dano ao DNA celular e 
ativação da caspase-3, um pró-apoptótico (Park & Park, 2007). Em órgãos como 
pulmões e rins observaram-se fibrose e necrose por prejuízo no sistema enzimático 
por compostos sulfidril-Hg2+ (Asano et al., 2000). No presente trabalho foi 
demonstrado um aumento na produção de ROS nos vasos dos animais tratados com 
mercúrio e se tem descrito que as ROS regulam mecanismos de apoptose por uma 
variedade de estímulos nas células endoteliais (Dimmerler & Zeiher, 2000) e outros 
tipos celulares vasculares (Irani 2000), assim pode-se sugerir que a diminuição da 
espessura da parede poderia ser devido mecanismos pró-apoptóticos ou necróticos 
induzidos pelo mercúrio. Como o tratamento com mercúrio produziu um aumento no 
diâmetro interno, mas não do diâmetro externo as células mais prováveis de serem 
acometidas pelo mercúrio são àquelas próximas a luz vascular. O mercúrio, por ter 
grande afinidade pelo grupo tiol prejudica a ativação de NFκB, um fator anti-
apoptótico e é um dos fatores que permeiam a patogênese da toxidade de mercúrio 
nas células renais (Dieguez-Acuña et al., 2004). Nossos resultados sugerem, ao 
contrário das observações em vasos de hipertensos, onde há um aumento da 
espessura da parede e uma diminuição do diâmetro interno, que explica o aumento 
da resistência periférica, que o remodelamento promovido pela administração 
crônica de baixas doses de mercúrio poderia constituir, neste tipo de artérias, uma 
adaptação vascular que ajudaria a explicar a manutenção da pressão arterial 
normal. 
 
5.2 Efeito do tratamento com mercúrio sobre a função vascular 
O efeito do mercúrio sobre a função vascular já tinha sido investigado por 
outros autores que observaram que a exposição aguda ao mercúrio induzia 
vasoconstrição (Evans & Weingarten, 1990; da Cunha et al., 2000). No entanto, 
vasorelaxamento ou redução da resposta contrátil a norepinefrina tem sido descrito 
em segmentos de aorta (Golpon et al., 2003) após exposição aguda dos vasos ao 
HgCl2 em concentrações superiores àquelas utilizadas neste estudo. Em estudos 
prévios realizados em nosso laboratório, demonstramos que a administração aguda 
de mercúrio induz aumento da contratilidade vascular em artéria caudal de ratos (da 
Cunha et al., 2000; Wiggers et al., 2008). Neste trabalho, estudamos se o tratamento 
crônico de animais com baixas concentrações de mercúrio alterava a função de 
artérias mesentéricas de resistência assim como das artérias cerebrais, sendo estas 
últimas, por sua grande afinidade pelo tecido cerebral (Magos & Clarkson, 2006) o 
torna mais susceptíveis aos efeitos deletérios do mercúrio. 
O tratamento com mercúrio induziu aumento da resposta contrátil a 
fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência e a serotonina (5-HT) em artérias 
basilares. O efeito do mercúrio sobre a função vascular já tinha sido investigado por 
outros autores que observaram que exposição aguda ao mercúrio induziu 
vasoconstrição (Evans & Weingarten, 1990; da Cunha et al., 2000). No entanto, 
vasorelaxamento ou redução da resposta contrátil a noraepinefrina tem sido descrito 
em segmentos de aorta (Golpon et al., 2003) após exposição aguda dos vasos ao 
HgCl2 em concentrações superiores àquelas utilizadas neste estudo. Este aumento 
não foi devido a um aumento na capacidade contráctil geral dos vasos uma vez que 
as respostas ao cloreto de potássio não foram afetadas pelo tratamento com 
mercúrio nem nas artérias mesentéricas nem em basilares. Sugere-se que o 
aumento da resposta vasoconstritora a fenilefrina encontrada após tratamento com 
mercúrio deve-se a redução da modulação endotelial (Dowell et al. 1999; Dohi et al., 
1996; Matsuda et al., 1995), uma vez que se sabe que o endotélio, através da 
liberação de substâncias vasoconstritoras e vasodilatadoras modula o tônus 
vascular. Para confirmar esta hipótese foram desenvolvidos experimentos em 
artérias onde o endotélio foi removido mecanicamente. A eliminação do endotélio 
produziu um aumento das respostas vasoconstritoras à fenilefrina em artérias 
mesentéricas de resistência de ratos controles indicando a participação de 
substâncias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio no controle da resposta 
contrátil. No entanto, a eliminação do endotélio não modificou a resposta contrátil a 
fenilefrina nas artérias de ratos tratadas com mercúrio, sugerindo um prejuízo deste 
fator vasodilatador derivado do endotélio promovido pelo tratamento com mercúrio.  
Entre os fatores vasodilatadores derivados do endotélio mais importantes 
está o óxido nítrico (NO). O NO modula as respostas contráteis vasculares a 
diferentes agonistas que evidencia um aumento das respostas contráteis induzidas 
por um bloqueador da sintase de NO (NOS) (Le Marquer-Domagala & Finet, 1997; 
Dowell et al., 1999; Briones et al., 2000; Xavier et al., 2004; Budzyn et al., 2008). 
Assim, a participação do NO neste vasos foi avaliada mediante experimento em que 
as artérias foram incubadas com um inibidor inespecífico da sintase do NO, o L-
NAME. De forma similar com o que ocorreu com a retirada do endotélio, a incubação 
das artérias mesentéricas de resistência com L-NAME produziu um aumento da 
resposta contrátil a fenilefrina em artérias de ratos controles, mas não em artérias de 
ratos mercúrio. Estes resultados sugerem que o tratamento com mercúrio induz uma 
diminuição da disponibilidade de NO do endotélio. Resultados similares foram 
encontrados em artérias basilares nas quais se sabe que o NO é um fator chave no 
controle do tônus vascular cerebral (Briones et al., 1999). Assim, o L-NAME 
potencializou a resposta vasoconstritora a serotonina em artérias de ratos controles, 
mas não em artérias de ratos tratados com mercúrio sugerindo também prejuízo do 
NO neste leito vascular pelo tratamento crônico com baixas doses de mercúrio. 
Para comprovar se o tratamento com mercúrio alterava as respostas 
vasorelaxadoras dependentes de endotélio nos vasos de resistência, se realizaram 
curvas concentração resposta a acetilcolina. O tratamento com mercúrio induziu um 
prejuízo nas respostas vasodilatadoras a acetilcolina em artérias mesentéricas. De 
forma similar, a exposição aguda a altas concentrações de MeHg (1 a 5 M) 
diminuiu o relaxamento induzido por ACh em aorta e artéria caudal de ratos (da 
Cunha et al., 2000; aGolpon et al., 2003). Sabe-se que a resposta dilatadora a ACh 
neste leito vascular é parcialmente dependente de NO (Tschudi et al., 1996). Por 
tanto, uma alteração nos mecanismos de relaxamento do NO poderia estar 
envolvido na diminuição das respostas vasorelaxantes a ACh. No entanto, o 
tratamento com mercúrio não afetou o relaxamento induzido pelo doador de NO, 
DEA-NO. O mesmo foi também observado em segmentos de aorta expostos 
agudamente a HgCl2 (1 µM) e que não apresentaram alteração do relaxamento 
induzido por trinitrato de glicerina (aGolpon et al., 2003). Estes resultados 
demonstraram que o tratamento por 30 dias com baixas doses de HgCl2 induz 
disfunção endotelial e menor biodisponibilidade de NO tanto em artérias de 
resistência como em artérias cerebrais  
Há estudos que demonstraram que in vitro a exposição ao HgCl2 ou MeHg 
induz citotoxidade nas células endoteliais (aKishimoto et al., 1995, bGolpon et al., 
2003; Wolf & Baynes, 2007; Mazerik et al., 2007). Ainda a redução da 
disponibilidade de NO poder ser devido a um prejuízo da atividade da NOS. Assim, 
tem sido descrito que o MeHg (0,5 - 2 µM) inibe a produção de NO e a atividade da 
NOS em cultura de células endoteliais humanas de cordão umbilical (bKishimoto et 
al., 1995) e estudo de Jie et al. (2007) com ratos com dieta de arroz contaminado 
com mercúrio também não evidenciou alteração na atividade da NOS, mas observou 
redução de NO sérico. Em cérebro de ratos expostos ao mercúrio foi encontrada 
atividade reduzida da forma constitutiva da NOS provavelmente pela ação deste 
metal no sítio catalítico ou por união direta do metal a esta sintase (Mittal et al., 
1995). No presente estudo, não foram realizadas medidas da atividade da NOS, 
portanto não podemos descartar a redução da atividade destas isoformas como 
responsáveis destes efeitos observados. Uma redução da expressão protéica da 
NOS poderia inibir a produção de NO e participar no prejuízo da modulação 
endotelial mediada por NO. Está descrito que o mercúrio reduz a expressão protéica 
de iNOS em células β do pâncreas (Eckhardt et al., 1999) e de eNOS em glomérulos 
de ratos expostos a HgCl2 (Yanagisawa et al., 1998). No entanto, encontramos 
aumento da expressão de eNOS em MRA de animais tratados com mercúrio 
comparados com animais controle. Este aumento na expressão da eNOS pode ser 
um mecanismo compensatório a esta redução de NO. O mesmo não ocorreu com as 
basilares onde não houve alteração da expressão protéica da eNOS o que sugere 
diferentes mecanismos de regulação da eNOS em resposta ao mercúrio nos 
distintos leitos vasculares. Em definitivo, podemos dizer que uma vez que em 
nenhum dos leitos vasculares foi observado redução da expressão de NOS, este 
mecanismo é pouco provável como possível responsável pela disfunção endotelial 
observada após tratamento com mercúrio. Outra possibilidade para explicar a 
diminuição na modulação endotelial pelo NO promovido pelo tratamento com 
mercúrio é a eliminação do NO pela sua reação com espécies reativas de oxigênio 
(ROS); esta possibilidade será discutida mais adiante. 
Como mencionado anteriormente, as células endoteliais são importantes 
reguladoras do tônus vascular através da produção de vários mediadores 
vasodilatadores como o óxido nítrico, prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante 
dependente do endotélio (EDHF) ou vasoconstritores como endotelina, angiotensina, 
tromboxano A2 (TXA2) e outros prostanóides. O mercúrio parece estar associado ao 
aumento do ácido araquidônico (AA) e da prostaglandina E2 (PGE2) (Kaever et al., 
2004; Sraer et al., 1982). Alguns estudos apontam ainda que o mercúrio induz 
disfunção em células endoteliais pela ativação da PLA2, mediadas pela produção de 
ROS (Mazerik et al., 2007; Shanker et al., 2003). Estudo em leito arterial caudal 
evidenciou a participação dos prostanóides vasoconstritores na resposta contrátil à 
fenilefrina mediados pelo aumento de ROS (da Cunha et al., 2000). Já outros 
estudos demonstram a ação inibitória do mercúrio sobre a PGE2 e PGF2α (Fujimoto 
et al., 1986). Em determinados modelos de hipertensão se tem demonstrado um 
aumento na síntese de fatores endoteliais contráteis derivados de COX (Vanhoutte, 
1995; Taddei et al., 1997; Davidge, 2001), os quais poderiam ser responsáveis pelo 
prejuízo no relaxamento (Dohi et al., 1996; Zhou et al., 1999), assim como o 
incremento da vasoconstrição induzida por agonistas (Taddei & Vanhoutte, 1993). 
Como neste modelo experimental o mercúrio induz uma disfunção endotelial com 
prejuízo na produção de fatores vasodilatadores, fomos comprovar se o tratamento 
crônico com baixas doses de mercúrio alterava a participação dos prostanóides 
vasodilatadores, na resposta vasoconstritora a fenilefrina. A incubação das artérias 
com indometacina, um inibidor não-específico da COX e a tranilcipromina (TCP) um 
inibidor da síntese de prostaciclinas não modificou a resposta vasoconstritora 
induzida pela fenilefrina nem em artérias mesentéricas de ratos controles nem nos 
ratos tratados com mercúrio, o que indica que a via da ciclooxigenase não parece 
ser a responsável pelo aumento nas respostas vasoconstritoras induzidas pelo 
tratamento com mercúrio. Ainda, de acordo com estes resultados funcionais, o 
tratamento com mercúrio não altera a expressão gênica da COX-2, a qual parece 
participar nas respostas vasoconstritoras a noradrenalina neste leito vascular 
(Briones et al., 2000).  
Além do óxido nítrico e das prostaglandinas derivadas da via do ácido-
araquidônico-ciclooxigenase, um outro fator capaz de modular a resposta 
vasoconstritora induzida por estimulação alfa-adrenérgica, é o EDHF (Dora et al., 
2000). Em artérias de resistência, incluindo artérias mesentéricas, coronárias, 
hepáticas, cerebrais e renais, o EDHF parece ser o principal componente da 
vasodilatação dependente do endotélio (Parkington et al., 1995; Brandes et al., 
2000; McNeish et al., 2002). O EDHF realiza a hiperpolarização do músculo liso 
vascular através da abertura de canais para o potássio ativados por cálcio (Félètou & 
Vanhoutte, 1996 e a2006). A origem do EDHF ainda é desconhecida, mas se tem 
sugerido vários possíveis fatores como EDHF. Entre estes fatores figuram os 
produtos do ácido araquidônico pela via da citocromo P450, o íon potássio, o óxido 
nítrico de estoques intracelulares, o peróxido de hidrogênio ou mesmo o 
acoplamento elétrico entre as células endoteliais e musculares lisas através de 
junções comunicantes (gap junctions) (Rabelo et al., 2003; Scotland et al., 2005; 
bFélètou & Vanhoutte, 2006).  
Existem evidências que sugerem interações entre estes dois fatores 
vasodilatadores derivados do endotélio, o NO e o EDHF. Assim, se tem sugerido que 
a interação entre EDHF e NO pode reduzir sua ação (Nishikawa et al., 2000), pois a 
vasodilatação mediada pelo EDHF encontra-se aumentada em resposta ao bloqueio 
de óxido nítrico (Brandes et al., 2000). Estes resultados sugerem que em alguns 
casos o EDHF pode funcionar como um sistema reserva, o qual parece estar mais 
ativado quando a síntese de óxido nítrico está reduzida. Entretanto, existem também 
evidências que o óxido nítrico e o EDHF podem agir de maneira sinérgica no 
controle do tônus vascular (Freitas et al., 2003) ou ainda de maneira independente, 
em alguns leitos vasculares (Cohen et al., 1997, Matoba et al., 2000). No presente 
estudo, não avaliamos se o tratamento com mercúrio promove prejuízo no 
relaxamento mediado por EDHF na resposta vasodilatadora a acetilcolina. No 
entanto, estudamos a participação dos canais de potássio ativados por cálcio na 
resposta vasoconstritora a fenilefrina. Os canais de K+ desempenham papel chave 
na regulação do potencial de repouso de membrana celular e no tônus vascular 
(Nelson & Quayle, 1995). Assim, a ativação dos canais de K+ no músculo liso 
vascular leva a hiperpolarização, diminui a atividade dos canais de Ca2+ tipo L 
voltagem dependentes, reduzem o cálcio intracelular [Ca2+]i e promove 
vasodilatação. O bloqueador de canais de potássio ativados por cálcio, TEA, 
potencializou a resposta vasoconstritora a fenilefrina em artérias de ratos controles, 
mas não em artérias de ratos tratadas com mercúrio o que sugere uma diminuição 
da participação destes canais pelo tratamento com mercúrio. Esta menor 
participação de um fator hiperpolarizante nas artérias dos animais tratados com 
mercúrio contribuiria, portanto para a maior resposta vasoconstritora induzida por 
fenilefrina. O NO estimula GC solúvel no músculo liso e pode ativar, dependendo do 
tecido muscular ou espécie estudada, canais de potássio sensíveis a ATP, de larga 
condutância ou voltagem dependentes (Waldron & Cole, 1999). Além disso, o NO 
ativa canais de potássio de larga condutância ativados por cálcio (BKCa) 
independentemente de GMPc (Bolotina et al., 1994; Waldron & Cole, 1999; Fèlétou 
& Vanhoutte, 2000; Paolocci et al., 2001; bFèlétou & Vanhoutte, 2006). Do que se 
sabe e está descrito na literatura, não há estudos que demonstrem o efeito do 
mercúrio sobre a participação destes canais na respostas vasoativas. Estes 
resultados preliminares abrem uma interessante linha de investigação para 
determinar os mecanismos responsáveis deste achado.  
O tecido adiposo periadventício tem função parácrina na regulação do tônus 
vascular, liberando um fator relaxante derivado do adipócito que promove 
relaxamento vascular relacionados à abertura de canais de K+ voltagem dependente 
no músculo liso vascular (Gollasch & Dubrovska, 2004). Em ratos hipertensos, a 
menor quantidade de tecido adiposo facilita a contração em artérias mesentéricas, o 
que pode ser atribuído a diminuição da regulação parácrina do tecido gorduroso 
perivascular no tônus mesentérico arterial via canais de potássio voltagem 
dependentes (Gálvez et al., 2006) Em artérias mesentéricas também já foi 
demonstrado que estes canais são ativados pelo tecido adiposo promovendo 
vasorelaxamento (Verlohren et al., 2004). Se sabe que o mercúrio pode ser 
depositado nos adipócitos e portanto poderia alterar sua função. Ezaki (1989) 
demonstrou que adipócitos expostos a 100 M de HgCl2 possuem transporte de 
glicose estimulado. Barnes et al. (2003) observaram que o HgCl2 (1 a 10 microM) 
altera o transporte de glicose, inibe a adipogênese e contribui para a resistência a 
insulina. Por isso, testamos se o tratamento com mercúrio poderia afetar a 
participação do tecido adiposo perivascular sobre a resposta contrátil induzida pela 
fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência. A presença de gordura 
perivascular produziu uma diminuição da resposta vasoconstritora a fenilefrina em 
artérias de ratas controles e tratadas com mercúrio sugerindo a liberação de fatores 
de natureza relaxante deste tecido. Esta inibição foi similar em artérias de ambos 
grupos o que indica que o tratamento com mercúrio não afeta a participação de 
substâncias vasodilatadoras liberadas pelo tecido periadventício. 
A angiotensina II pode ser uma das vias de ação vascular do mercúrio. 
Chávez, et al., (1990), mostraram que a inibição da ECA, pelo captopril, inibiu o 
efeito do mercúrio em mitocôndria de rim. Carmignani et al. (1992) evidenciaram que 
mercúrio inorgânico diminuía a renina plasmática e aumentava a atividade da ECA. 
Outros estudos também demonstram que o mercúrio aumenta a renina plasmática 
(Kozma et al, 1996). Em vaso, estudos prévios realizados em nosso laboratório 
demonstram que em artérias caudais de ratos a administração aguda de 20 nM de 
mercúrio produziu um aumento da atividade da enzima conversora da angiotensina 
(Wiggers et al. 2008). Uma vez que é bem conhecido que a angiotensina II modula o 
tônus vascular (Ceravolo et al., 2007; Gauthier et al., 2008), investigamos a 
possibilidade da Angiotensina II constituir um possível mediador da hiperreatividade 
à fenilefrina em nosso modelo experimental de exposição crônica a baixas doses de 
mercúrio. Para isso, as artérias mesentéricas foram incubadas com captopril, um 
inibidor da ECA e losartan, antagonista de receptor AT1. No entanto, nenhum dos 
fármacos alterou a resposta vascular a fenilefrina, o que a princípio parece excluir a 
angiotensina II como mediadora dos efeitos do mercúrio nestas artérias. No entanto, 
para descartar totalmente a participação do sistema renina angiotensina e as 
alterações vasculares induzidas por mercúrio, seria necessário realizar tratamentos 
concomitantes de mercúrio e de fármacos bloqueantes deste sistema, uma vez que 
as artérias quando extraídas do animal podem ter seus níveis de angiotensina II 
local, não aumentados, apesar de uma possível hiperativação deste sistema de 
forma sistêmica.  
 
5.3 Efeito do tratamento com mercúrio no estresse oxidativo plasmático e 
vascular 
O endotélio é capaz de liberar espécies reativas de oxigênio o que tem sido 
amplamente estudado nos últimos anos. É bem sabido que as espécies reativas de 
oxigênio (ROS) tem papel importante no desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares (Lyle & Griendling, 2006; Paravicini & Touyz, 2008). Assim, se tem 
demonstrado que fisiologicamente ROS está implicado na regulação no tônus 
vascular não somente de forma direta pela modulação de substâncias 
vasodilatadoras e vasoconstritoras, mas também indiretamente pela diminuição da 
biodisponibilidade de NO pelo ânion superóxido (O2
•-) para formação de peróxido de 
nitrito (ONOO-•) (Lyle & Griendling, 2006; Paravicini & Touyz, 2008).  
O O2
•- é formado pela redução da molécula de oxigênio que é rapidamente 
convertida em H2O2 pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD) e
 fica restrito 
ao seu local de produção por sua baixa permeabilidade na membrana, já o H2O2 é 
mais difusível e exerce seus efeitos em longas distâncias (Ardanaz & Pagano 2006; 
Paravicini & Touyz 2008). O O2
•- pode reagir com o NO mais rapidamente do que 
com a SOD e quando há aumento destas espécies reativas (O2
•- e NO) pode-se 
formar ONOO•-, causando disfunção endotelial (Paravicini & Touyz 2008). As 
isoformas de SOD são a cobre-zinco (CuZnSOD), encontrada no citosol e núcleo de 
todos os tipos celulares, a manganês (MnSOD) no citoplasma e a extracelular 
(ECSOD) no fluido extracelular, especialmente com esta última, são as principais 
reguladoras da biodisponibilidade do NO derivado do endotélio (McIntyre et al., 
1999). Os níveis destes radicais livres são dependentes não só de sua formação, 
mas também da ação de mecanismos antioxidantes. Em particular, as isoformas da 
SOD são o pivô na regulação dos níveis de O2
•-, enquanto a glutationa peroxidase e 
a catalase são os maiores antioxidantes envolvidos na degradação de H2O2. 
Alterações neste sistema, que deve ser mantido em equilíbrio, podem ocorrem pela 
ação de agentes agressores como o mercúrio, que pode exercer efeitos na função 
celular pela alteração de reguladores fisiopatológicos de cascatas intracelulares (Ray 
& Shan, 2005). 
Nos vasos existem diversas fontes de ROS. As fontes mais comuns de ROS 
são as derivadas das xantinas oxidases, cadeia mitocondrial, NADPH oxidases, 
lipoxigenases, P-450 e COX.  
A xantino oxiredutase (XOR) é uma enzima que participa dos últimos passos 
da catalise do metabolismo de purina, a transformação de hipoxantina e xantina em 
ácido úrico, gera superóxidos e seus produtos. Existem duas formas de XOR, a 
xantina dehidrogenase (XDH) e xantina oxidase (XO). XDH é convertida em XO pela 
oxidação reversível do grupo sulfidril, e a XO é um importante fonte de 
superóxidos/H2O2 e esta transformação está presente em casos de processo 
inflamatório e isquemia/reperfusão (Szasz et al., 2007). A cadeia respiratória 
mitocondrial que é a principal fonte celular de energia. Cataliza transferência de 
elétrons utilizando mais de 80 peptídeos em quatro complexos e despende cerca de 
1 a 2% da perda de elétrons para gerar superóxidos (St-Pierre et al., 2002). 
Existem várias evidências que demonstram o papel das ROS na modulação 
da expressão de COX-2. Observou-se indução de COX-2 mediada por ROS em 
células mesangiais (Tetsuka et al., 1996) e em células endoteliais humanas 
(Cosentino et al., 2003). 
Além das fontes enzimáticas de geração de ROS, outra possibilidade reside 
na própria sintase de NO (NOS) que por um desacoplamento, especialmente pela 
deficiência de co-fator essencial tetrahidrobiopterina (BH4) pode ser a causa de 
aumentada produção de radicais livres (Stroes et al., 1998). Uma vez oxidada, a 
BH4, é inativada e consequentemente a NOS é mantida desacoplada levando a uma 
maior produção de ânion superóxido (da Luz et al., 2003). Quando isto ocorre, eNOS 
torna-se grande fonte de O2
•-.  
Entre as maiores fontes de ROS na parede vascular está a NAD(P)H 
oxidase (Lassègue et al., 2003; Lee & Griendling, 2008). NAD(P)H oxidases são uma 
família de enzimas em que cada membro pode ser distinguido por uma subunidade 
catalítica específica de NOX. Até hoje, foram identificadas 7 isoformas de NOX em 
mamíferos (NOX-1 – NOX-7) (Sumimoto, 2008), os quais muitas delas estão 
presentes na parede vascular (Cave et al., 2006; Brandes & Schröder, 2008). A 
NADPHoxidase, presente nas células endoteliais e musculares lisas, quando ativa 
sua subunidade catalítica contendo flavina funciona como um transportador de 
elétrons que é transferido a molécula de oxigênio resultando na geração de O2
•-, o 
que a torna uma grande fonte de radicais livres de oxigênio. O significado funcional 
das isoformas de NOX no músculo liso vascular ainda não é claro, e tem sido 
sugerido que parece desempenhar diferentes papéis na modulação intracelular da 
sinalização mediada por ROS. Por exemplo, NOX4 parece ser importante na 
manutenção do O2
•- basal (Ellmark et al., 2006; Brandes & Schröder, 2008) 
enquanto NOX1 parece ser responsável pela produção de O2
•- e pela sinalização 
redox após estimulação e em condições patológicas como aterosclerose, diabetes e 
hipertensão (Chose et al., 2008). Muitos fatores têm sido implicados na regulação da 
atividade da NADPH oxidase na doença vascular, incluindo fatores físicos (fluxo, 
pressão, distensão), agentes vasoativos (Ang II, ET-1 e aldosterona) e fatores de 
crescimento (Ray & Shan, 2005; Paravicini & Touyz, 2008). 
Em animais e humanos expostos ao mercúrio a toxidade por mercúrio é 
associada ao estresse oxidativo in vivo, em animais e humanos expostos ao 
mercúrio por promover a geração de espécies reativas de oxigênio com subseqüente 
dano oxidativo em vários órgãos e sistemas e por alterar as defesas antioxidantes 
celulares (Mahboob et al., 2001, Reus et al., 2003, Huang et al., 1996, Miller & 
Woods 1993, Chen et al., 2005; Shanker et al., 2004; Bando et al., 2005; Pinheiro et 
al, 2008). Quando os níveis de O2
•- estão aumentados, o mercúrio, teoricamente, 
também pode agir como catalítico na reação de Fenton, no lugar do ferro (Fe+2) 
resultando na formação de radicais livres hidroxila (OH•-) podendo interferir na 
função mitocondrial (Virtanen et al., 2007; Wolin, 2000). Baseando-se nestas 
informações, fomos comprovar se nosso modelo experimental de tratamento crônico 
com baixas doses de mercúrio estava associado a um aumento do estresse 
oxidativo. Os radicais livres reagem com os ácidos graxos poliinsaturados da 
membrana celular e lipoproteínas, transformando-os em ácidos graxos peroxidados 
os quais sofrem redução de sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua 
concentração sérica é proporcional à quantidade de ácidos graxos poliinsaturados 
oxidados e, portanto um com indicador de peroxidação lipídica. Neste estudo 
encontramos aumento do MDA plasmático, o que indica que o tratamento com 
mercúrio induz estresse oxidativo. Níveis elevados de MDA em urina também foram 
encontrados em trabalhadores em minas expostos por longo tempo ao mercúrio 
(Kobal et al., 2004), e em ratos tratados com dieta contaminada (Jie et al., 2007). 
Também foi encontrado aumento do estresse oxidativo com conseqüente aumento 
de MDA em rim, fígado, cérebro e cerebelo de ratos tratados por gavagem com 2 
mg/Kg de MeHg (de Freitas et al., 2008).  
Como mencionado anteriormente, o aumento na produção de ROS poderia 
ser devido a uma diminuição nos mecanismos antioxidantes. Ao analisarmos o 
estado plasmático antioxidante neste modelo experimental de ratos expostos 
cronicamente a baixas doses de cloreto de mercúrio foi notado que o mesmo 
encontra-se aumentado. Estes resultados estão de acordo com os de Chen et al. 
(2005), que reportaram aumento na atividade sérica de enzima antioxidante, a 
glutationa peroxidase, e também da SOD em indivíduos expostos ao mercúrio. De 
forma similar, uma correlação positiva entre atividade da glutationa peroxidase 
(GSH-Px) e conteúdo de mercúrio nos rins (Girardi & Elias, 1995) e aumento da 
atividade enzimática e níveis de proteínas hepáticas antioxidantes (Bando et al., 
2005) têm sido reportados em ratos tratados com mercúrio. Por outro lado, Wolf & 
Baynes (2007) descreveram que em células endoteliais de artéria pulmonar de 
bovinos a exposição a altas concentrações de mercúrio (maiores que 3-5 mM) 
induziram a depleção de GSH e inibição da atividade da enzima tiol do tipo glicose-
6-fosfato dehidrogenase (G6PDH) e gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH) 
enquanto baixas concentrações (< 1-2 µM) induziram aumento na GSH e da 
atividade enzimática tiol. De forma importante, em humanos expostos ao mercúrio o 
aumento da atividade antioxidante seja por meio das SODs, catalase ou glutationa 
peroxidase podem ser considerados biomarcadores de estresse oxidativo provocado 
pela exposição ao mercúrio (Perrin-Nadif et al., 1996; Bélanger et al., 2008). Nossos 
resultados, portanto parecem excluir a diminuição de mecanismos antioxidantes 
como responsáveis do aumento de estresse oxidativo induzido pelo mercúrio. Ainda, 
podemos sugerir que mecanismos antioxidantes possam ser ativados em ratos 
expostos ao mercúrio para proteger as células contra o aumento das espécies 
reativas de oxigênio. 
Além de aumentar os níveis plasmáticos de MDA, o tratamento com 
mercúrio induziu um aumento na produção local de O2
•- nas três camadas 
vasculares, endotélio, músculo liso e células adventícias, das artérias mesentéricas 
de resistência. Avaliamos a continuação, se este aumento poderia ser devido a uma 
maior expressão da maior produtora de O2
•- a nível vascular, a NADPH oxidase. O 
tratamento com mercúrio produziu um ligeiro aumento na expressão gênica da NOX-
1 nas artérias mesentéricas de resistência, ainda que este incremento não 
alcançasse diferença estatisticamente significante. Não podemos descartar, 
portanto, que o mercúrio esteja produzindo maior quantidade de O2
•- por ativação da 
enzima ao invés da modulação de sua expressão. Ainda, o aumento da produção de 
O2
•- não parece estar relacionado com à redução de enzimas detoxificantes uma vez 
que a expressão das 3 isoformas da SOD foi similar em artérias mesentéricas de 
ratos controles e tratados com mercúrio. Estes resultados concordam com os obtidos 
por outros investigadores que demonstraram que indivíduos expostos cronicamente 
ao mercúrio também não evidenciaram aumento da CuZn SOD, somente 
observaram aumento na atividade da enzima detoxificante catalase e glutationa 
peroxidase não investigadas neste estudo (Kobal et al., 2004; Barregard et al., 1990; 
Björkman et al., 1993). No entanto, em ratos tratados com 0,1 mg/Kg de HgCl2 
evidenciaram aumento da MnSOD e de CuZnSOD e seu decréscimo quando a dose 
foi aumentada (Bando et al., 2005). A atividade da MnSOD também foi encontrada 
aumentada em rins de ratos tratados agudamente com mercúrio (Shimojo et al, 
2002).  
Como mencionado anteriormente, o tratamento com mercúrio produziu uma 
diminuição da modulação endotelial mediada NO nas respostas vasoconstritoras a 
fenilefrina ou serotonina. O NO pode reagir com as ROS promovendo assim 
diminuição dos níveis de NO. Esta reação pode ter uma conseqüência funcional 
vascular. Assim, os ânions superóxido podem causar a degradação do óxido nítrico 
resultando na potencialização das respostas vasoconstritoras (da Cunha et al., 2000). 
Alem disso, a associação entre aumento de produção de O2
•- com o prejuízo do 
relaxamento dependente do endotélio e o desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares como a hipertensão arterial, já está descrita na literatura (Touyz, 
2004; Fèlétou & Vanhoutte, 2006). A incubação de artérias basilares com SOD 
diminuiu a resposta vasoconstritora a serotonina somente em artérias de animais 
tratados com mercúrio indicando a participação de O2
•- no aumento desta resposta 
neste leito vascular. De acordo com estes resultados, estudo prévio em leito vascular 
caudal demonstrou a reversão do aumento da resposta contrátil à fenilefrina 
promovida pelo mercúrio administrado agudamente com incubação de tempol 
(Wiggers et al., 2008). No entanto, curiosamente, nem a SOD nem outros varredores 
de ROS como tiron ou tempol afetaram as respostas contráteis a fenilefrina em 
artérias de ratos tratadas com mercúrio. As razões da falta de efeito destes fármacos 
sobre a resposta a fenilefrina em artérias tratadas com mercúrio não estão claros e 
necessitam mais estudos. Não obstante, e o que é mais importante, a incubação das 
artérias mesentéricas com SOD restaurou o efeito potencializador do L-NAME em 
resposta a fenilefrina nas artérias dos animais tratados com mercúrio indicando 
aumento de biodisponibilidade do NO devido à eliminação de O2
•-. Ainda, a redução 
do relaxamento dependente do endotélio induzida por mercúrio em artérias 
mesentéricas foi restaurada por SOD o que indica que dita disfunção endotelial 
também parece estar associada ao aumento de O2
•-. Por outra parte, a incubação das 
artérias com TEA e SOD não produziu uma recuperação do efeito potencializador 
induzido por TEA nas respostas a fenilefrina em artérias de animais tratados o que 
exclui, portanto, que a menor disponibilidade de NO seja a responsável pela menor 
participação de canais de potássio na resposta a fenilefrina promovida pelo 
tratamento com mercúrio.  
Como mencionado anteriormente, a NADPH oxidase é uma importante fonte 
de ânion superóxido a nível vascular e o aumento na atividade desta enzima é 
associado com disfunção endotelial (Soccio et al., 2005; Paravicini & Touyz, 2006; 
Vaziri & Rodríguez-Iturbe, 2006). A apocinina, um inibidor da NAD(P)H oxidase, 
restaurou o prejuízo da resposta a acetilcolina observado em MRA de ratos tratados 
com mercúrio o que sugere a participação da NADPH oxidase na produção de O2
•- 
induzida por mercúrio. Resultados semelhantes foram vistos em artérias basilares de 
cachorro (Tosaka et al., 2002). Ainda, a adição exógena da enzima detoxificante de 
H2O2, catalase, também melhorou a resposta vasodilatadora a acetilcolina em 
artérias de animais tratados com mercúrio indicando a participação do H2O2 em dita 
resposta. Neste sentido nosso grupo descreveu que em artérias mesentéricas de 
resistência de rato, o H2O2 induz respostas vasoconstritoras e produz liberação de 
O2
•- através da ativação da NADPH oxidase (García-Redondo et al., 2008). 
Em conclusão, no presente trabalho desenvolvemos um modelo 
experimental de ratos tratados com baixas doses de mercúrio durante tempo 
prolongado com concentração de mercúrio no sangue em níveis similares a 
encontradas em profissionais expostos. Estas concentrações de mercúrio afetam a 
estrutura dos vasos de resistência e induzem alteração na reatividade vascular em 
artérias de resistência mesentéricas e cerebrais com aumento da resposta 
vasoconstritora, redução da modulação endotelial pelo NO e redução da resposta 
vasodilatadora dependente do endotélio. Estas alterações da função vascular 
parecem ser promovidas pela redução da biodisponibilidade do NO pelo aumento da 
produção de O2
- derivada da NADPH oxidase. Nossos resultados demonstram que o 
aumento da expressão da principal enzima sintetizadora de NO assim como do 
estado antioxidante são mecanismos que tentam compensar o aumento na 






O tratamento com mercúrio a baixas doses por tempos prolongados induz 
estresse oxidativo e alterações das respostas vasculares mediadas pelo aumento 
deste estresse oxidativo. Estes achados têm especial importância, pois os níveis de 
mercúrio estudados são semelhantes aos encontrados na população exposta 
atualmente em muitos casos. Antioxidantes e scavengers de radicais livres, como 
selênio e seus derivados, vitamina E, C, cisteína, dentre outros, podem proteger 
contra os efeitos do mercúrio (Park et al., 1996; Ganther, 1980, de Freitas et al., 
2008). Portanto, estudos dirigidos para avaliar o efeito da administração de 
antioxidantes, concomitantemente com mercúrio, serão de grande utilidade para 
melhor conhecimento dos mecanismos implicados nos efeitos prejudiciais do 
mercúrio sobre a função vascular.  
A exposição ambiental do homem a vários tipos de metais inclusive o 
mercúrio ser mais comum do que se espera e tem conseqüências para a saúde, 
ainda não elucidadas. O presente estudo mostrou que exposição a baixas doses de 
mercúrio tem efeito deletério importante na função vascular pela redução da 
biodisponibilidade do NO. Este impacto pode ser comparado aos produzidos pelos 
fatores tradicionais de risco cardiovascular como hipertensão, diabetes e 
hipercolesterolemia. Portanto, o mercúrio pode ser considerado um importante fator 
de risco para doença cardiovascular que pode participar do desenvolvimento de 
eventos cardiovasculares. Se estes efeitos aumentam as conseqüências dos 
tradicionais fatores de risco ou se desempenham papel primário nestes pacientes 






























- O tratamento com injeções intramusculares por 30 dias de cloreto de mercúrio é útil 
como modelo crônico experimental de baixas concentrações de mercúrio 
semelhantes às encontradas na população geral; 
- Este tipo de tratamento afeta a estrutura dos vasos de resistência e induzem 
alteração na reatividade vascular em artérias de resistência mesentéricas e 
cerebrais com aumento da resposta vasoconstritora, redução da modulação 
endotelial pelo NO e redução da resposta vasodilatadora dependente do endotélio;  
- Estas alterações da função vascular parecem ser promovidas pela redução da 
biodisponibilidade do NO pelo aumento da produção de O2
- derivada da NADPH 
oxidase; 
- Este tratamento ainda dispara mecanismos compensatórios para contrabalancear o 
aumento na produção de ROS e a diminuição de NO. Estes mecanismos são o 
aumento da expressão da principal enzima sintetizadora de NO assim como do 
estado antioxidante;  
- A intoxicação com baixas doses de mercúrio pode promover alterações vasculares 
comparadas àquelas produzidas pelos fatores de risco cardiovascular tradicionais. 
Portanto, o mercúrio pode ser considerado um importante fator de risco para doença 
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Informe de análisis nº: M-JL-07-58 
Nº páginas totales: 2 
 
DATOS CLIENTE:  
 
  Peticionario: Mercedes Salaices Sánchez 
  Dpto. Farmacología y Terapéutica 
  Facultad de Medicina 
  Universidad Autónoma de Madrid 
  Ctra. Cantoblanco Km 15 
  28049 Cantoblanco-MADRID 
 
MUESTRA: DESCRIPCIÓN E IDENTIFICACIÓN 
 
Se han recibido en el laboratorio el día ventiuno de junio de 2006 trece muestras 
líquidas correspondientes a sangre total de ratas a las que se les ha inyectado 








CÓDIGO CLIENTE      CÓDIGO CENTRO 
 
TT0. 7 días HgCl2-1-16-5-06    M534-0103-B24 
TT0. 7 días HgCl2-2-16-5-06    M535-0103-B24 
TT0. 7 días HgCl2-3-16-5-06    M536-0103-B24 
TT0. 15 días HgCl2-1     M537-0103-B24 
TT0. 15 días HgCl2-2     M538-0103-B24 
TT0. 15 días HgCl2-3     M539-0103-B24 
TT0. 15 días HgCl2-4     M540-0103-B24 
TT0. 15 días HgCl2-5     M541-0103-B24 
TT0. 30 días HgCl2-1     M542-0103-B24 
TT0. 30 días HgCl2-2     M543-0103-B24 
TT0. 30 días HgCl2-3     M544-0103-B24 
TT0. 30 días HgCl2-4     M545-0103-B24 





Fecha de inicio/fin    10-07-2006 /19 -07-2006 
  
Se ha realizado el análisis de mercurio mediante Espectrometría de 
Fluorescencia Atómica, previa disolución con tratamiento ácido. 
  Hg (ng ml-1) 
TT0. 7 días HgCl2-1-16-5-06 0,864 ± 0,135 
TT0. 7 días HgCl2-2-16-5-06 1,37 ± 0,21 
TT0. 7 días HgCl2-3-16-5-06 1,74 ± 0,27 
TT0. 15 días HgCl2-1 1,72 ± 0,27 
TT0. 15 días HgCl2-2 1,43 ± 0,22 
TT0. 15 días HgCl2-3 1,54 ± 0,24 
TT0. 15 días HgCl2-4 1,27 ± 0,20 
TT0. 15 días HgCl2-5 1,08 ± 0,17 
TT0. 30 días HgCl2-1 8,88 ± 1,38 
TT0. 30 días HgCl2-2 6,48 ± 1,01 
TT0. 30 días HgCl2-3  6,91 ± 1,08 
TT0. 30 días HgCl2-4  9,63 ± 1,50 
TT0. 30 días HgCl2-5  7,96 ± 1,24 
Material de referencia certificado Valor teórico: 3,8 ng ml-1  
Valor experimental 3,85 ng ml-1 
Para utilizar los resultados de este informe, tanto en trabajos de investigación 
y publicaciones como en informes, deberá solicitarse la autorización por 
escrito al Centro de Espectrometría Atómica de la UCM, y hacerse constar el 
nombre del Centro como lugar donde ha sido realizado el análisis. 
 
Fdo.: M.T. Larrea 
Directora Técnica 
(Los resultados declarados en este informe sólo afectan a las muestras 
analizadas) 
